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T i t l e :  
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P u r i f i c a t i o n  a n d  P r o p e r t i e s  o f  L y s o z y m e  f r o m  
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A  l y s o z y m e  f r o m  B a c t e r i o p h a g e  7 v  w a s  p u r i f i e d  7 , 7  f o l d  
o v e r  t h e  o r i g i n a l  l y s a t e s  o f  t h e  b a c t e r i o p h a g e  7 v  a n d  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7 ·  T h i s  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  
i n c l u d e s  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  a m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n ,  
d i a l y s i s ,  a n d  f r a c t i o n a t i o n  i n  a  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n .  T h e  
p h a g e  l y s o z y m e  e x h i b i t s  a  g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  w h e n  a s s a y e d  
w i t h  P .  a e r u g i n o s a  c e l l s  a s  a  s u b s t r a t e ,  b u t  s t i l l  i s  c a p a b l e  
o f  a c t i n g  o n  t h e  s t a n d a r d  l y s o z y m e  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  
s u b s t r a t e .  T h e  p H  o p t i m u m ,  h e a t  i n a c t i v a t i o n  r a n g e ,  a n d  
a c t i o n  o n  o t h e r  b a c t e r i a  i s  d e s c r i b e d .  T h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  w a s  f o u n d  t o  b e  1 4 , J O O .  T h e  v a l u e s  o f  t h i s  7 v  p h a g e  
l y s o z y m e  a r e  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  v a l u e s  f o u n d  w i t h  
o t h e r  p h a g e  l y s o z y m e s .  A  p o s s i b l e  t r e a t m e n t  f o r  b u r n  
w o u n d s  i n f e c t e d  w i t h  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  i s  a l s o  
d e s c r i b e d .  
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A C K N O W L E D G M E N T S  
T h e  a u t h o r  w i s h e s  t o  t h a n k  D r .  J o h n  W .  M y e r s ,  D r .  W .  
H e r m a n  T a y l o r ,  a n d  D r .  D a v i d  T .  C l a r k  f o r  t h e i r  s u p p o r t i v e  
g u i d a n c e  a n d  i n t e r e s t  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  w o r k .  
T h e  a u t h o r  i s . a l s o  g r a t e f u l  t o  D r .  E a r l  F i s h e r ,  J r .  
f o r  p r o v i d i n g  t h e  b a c t e r i a i  a n d  b a c t e r i o p h a g e  c u l t u r e s  a n d  
t h e  e a r l y  g u i d a n c e  h e  r e n d e r e d .  
T h e  a u t h o r  i s  i n  s p e c i a l  a p p r e c i a t i o n  o f  D r .  M a r y  1 .  
T a y l o r  w h o s e  e n d l e s s  p a t i e n c e ,  e n t h u s i a s m ,  a n d  t e c h n i c a l  
a s s i s t a n c e  e n a b l e d  t h i s  r e s e a r c h  t o  b e  s u c c e s s f u l l y  
c o m p l e t e d  . .  
M y  t h a n k s  t o  P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  f o r  f i n a n c i a l l y  
a s s i s t i n g  t h e  a u t h o r  a n d  o t h e r  n e e d y  g r a d u a t e  s t u d e n t s  
d u r i n g  t h e i r  r e s e a r c h .  
.  '  
T h e  a u t h o r  h a s  w a r m  g r a t i t u d e  f o r  h e r  h u s b a n d ,  M a r c u s  
J .  M c F a r l a n d ,  w h o  g a v e  h e r  b o u n d l e s s  s u p p o r t  a n d  h a d  a  
g r e a t  d e a l  o f  p a t i e n c e  t h r o u g h  t h i s  s t u d y .  
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A  C o m p a r i s o n · o f  P l a q u e  C o u n t  A s s a y  o n  
C o m p l e t e  a n d  C h e m i c a l l y  D e f i n e d  M e d i a  •  
S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  L y s a t e  1  a n d  2  
•  •  
•  •  
R e s u l t s  o f  t h e  P u r i f i c a t i o n  S t e p s  •  
•  •  •  •  •  
V  S t a n d a r d  P r o t e i n  V a l u e s  f o r  M o l e c u l a r  W e i g h t  
D e t e r m i n a t i o n  •  •  
•  •  •  •  •  •  •  •  
•  •  •  
V I  P h a g e  7 v  L y s o z y m e  A c t i o n  A g a i n s t  O t h e r  
V I I  
V I I I  
B a c t e r i a .  •  •  •  •  •  •  •  •  •  •  •  
P H  O p t i m a  f o r  D i f f e r e n t  L y s o z y m e s  •  •  
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L I S T . O F  F I G U R E S  
F I G U R E  
P A G E  
1 .  S i t e  o f  A c t i o n  o f  J q s o z y m e  o n  B a c t e r i a l  
C e l l  W a l l s  •  •  •  •  •  
•  •  •  •  •  •  •  
•  •  
2  
2 .  S t a n d a r d  G r o w t h  C u r v e  o f ! ·  a e r u g i n o s a  P S - ? .  1 0  
J .  S t a n d a r d  P r o t e i n  G r a p h  • • • • • • • • • .  •  •  1 2  
4 .  E n z y m e  A c t i v i t y  v e r s u s  E n z y m e  C o n c e n t r a t i o n .  · 1 4  
s .  C o m p a r _ i s o n  o f  L y s o z y m e  A c t i v i t y  a n d  P r o t e i n  
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P e r c e n t a g e  A m m o n i u m  S u l f a t e  v e r s u s  E n z y m e  
A c t i v i t y  i n  P r e c i p i t a t e / I n p u t  • • • • •  
G e l  F i l t r a t i o n  o f  J q s a t e  1  • • • • • • • • •  
G e l  F i l t r a t i o n  o f  J q s a t e  2  •  
•  •  •  •  
•  •  
•  •  
S e c o n d  G e l  F i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  1 .  •  
•  •  •  •  
S e c o n d  G e l  F i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  2  • • • • •  ,  
H e a t  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  Pha~e L y s o z y m e  • • •  
E n z y m e  A c t i v i t y  v e r s u s  p H . i n  0 , 1  M  P h o s p h a t e  
B u f f e r s  • • • • •  
•  •  •  •  •  
•  •  •  •  •  •  
S t a n d a r d  M o l e c u l a r  W e i g h t  C u r v e  • • • • • • •  
1 4 .  A c t i o n  o f  E g g  W h i t e  a n d  P h a g e  L y s o z y m e  o n  
t h e  S a m e  S u b s t r a t e  •  •  •  •  •  •  •  
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I N T R O D U C T I O N  
E v e r  s i n c e  ~he d i s c o v e r y  o f  l y s o z y m e  b y  S i r  
A l e x a n d e r  F l e m i n g  i n  1 9 2 2 ,  t h i s  e n z y m e  h a s  h a d  a  
s i g n i f i c a n t  r o l e  i n . b i o l o g i c a l  r e s e a r c h  ( 2 1 ) .  A  c l u e  t o  
t h e  i m p o r t a n c e  o f  l y s o z y m e  c a n  b e  s e e n  b y  t h e  f a c t  t h a t  
t h i s  e n z y m e  i s  p r o d u c e d  b y  a  v a r i e t y  o f  o r g a n i s m s a  v i r u s e s ,  
p l a n t s ,  h u m a n s  a n d  o t h e r  a n i m a l s  ( 2 1 , 4 ) , 6 1 ) .  T h e  f a c t  t h a t  
l y s o z y m e  i s  s o  w i d e s p r e a d  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  e n z y m e  m u s t  
h a v e  a n  i m p o r t a n t  f u n c t i o n  c o m m o n  t o  a l l  t h e s e  l i f e  f o r m s .  
L y s o z y m e  h a s  b e e n  f o u n d  t · o  b e  l e t h a l  t o  b a c t e r i a l  c e l l s  
b u t  h a r m l e s s  t o  t h e  e u c a r y o t i c  c e l l s  w h i c h  p r o d u c e  i t  ( 2 1 ) ,  
L y s o z y m e  t h u s  s e e m s  t o  p l a y  a  p a r t  i n  t h e  n a t u r a l  m e c h a n i s m  
o f  r e s i s t a n c e  b y  t h e  h o s t  a g a i n s t  b a c t e r i a l  c e l l  i n f e c t i o n s  
( 4 J ) .  W h e n  t h e  i m p o r t a n c e  i n  r e s i s t a n c e  t o  d i s e a s e  w a s  
e s t a b l i s h e d ,  l y s o z y m e  w a s  f l l l " . t h e r  c h a r a c t e r i z e d .  
L y s o z y m e  i s  t h e  c o m m o n  n a m e  f o r  t h e  en~,yme k n o w n  a s  
m u c o p e p t i d e  N - a c e t y l m u r a m y l h y d r o l a s e  w h i c h  a t t a c k s  t h e  
} C l - 4 )  l i n k a g e s  b e t w e e n  N - a c e t y l m u r a m i c  a c i d  a n d  N - a c e t y l -
g l u c o s a m i n e  i n  t h e  b a c k b o n e  o f  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s ,  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  1  ( 3 7 ) .  L y s o z y m e  i s  t h o u g h t  t o  b e  e f f e c t i v e  
i n  c o m b a t t i n g  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  f r o m  a  w i d e  r a n g e  o f  
b a c t e r i a l  g e n e r a .  L y s o z y m e  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t o  a c t  
d i r e c t l y  a g a i n s t  m o s t  G r a m  p o s i t i v e  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s ,  
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F i g u r e  1 .  S i t e  o f  a c t i o n  o f  l y s o z y m e  o n  b a c t e r i a l  
c e l l  w a l l s .  l a  i s  a  d i a g r a m  o f  p e p t i d o g l y c a n  ( t h e  
p r i m a r y  u n i t  o f  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s )  s h o w i n g  t h e  
t w o  s u b u n i t s ,  N - a c e t y l m u r a m i c  a c i d  ( M )  w i t h  a n  
a s s o c i a t e d  p o l y p e p t i d e  c h a i n  ( i n  d a s h e d  b o x )  a n d  
N - a c e t y l g l y c o s a m i n e  ( G ) .  T h e  s i t e  o f  a t t a c k  b y  
l y s o z y m e  i s  s h o w n  b y  t h e  a r r o w  o n  a l l  t h e  d i a g r a m s .  
I n  G r a m  p o $ i t i v e  c e l l s ,  l b ,  a  p e n t a p e p t i d e  { h o r i z o n t a l  
d o t t e d  l i n e )  c r o s s - l i n k s  t h e  t e t r a p e p t i d e s  ( v e r t i c a l  
d o t t e d  l i n e )  o f  N - a c e t y l m u r a m i c  a c i d .  I n  G r a m  n e g a t i v e  
c e l l s ,  l e ,  t h e  t e t r a p e p t i d e s  a r e  l i n k e d  d i r e c t l y .  T h e  
w a v y  l i n e s  i n  1 c  r e p r e s e n t  t h e  l i p o p r o t e i n  a n d  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  l a y e r  p r e s e n t  i n  G r a m  n e g a t i v e  
b a c t e r i a  w h i c h  a c t s  a s  a  b a r r i e r  t o  l y s o z y m e  
p e n e t r a t i o n .  
b u t  G r a m  n e g a t i v e  c e l l s  r e q u i r e  p r e - t r e a t m e n t  t o  r e m o v e  
t h e  p r o t e c t i v e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e - l i p o p r o t e i n  l a y e r  b e f o r e  
t h e  l y s o z y m e  h a s  d i r e c t  a c c e s s  t o  i t s  s u b s t r a t e  ( 4 8 , 5 5 ) .  
J  
· A l t h o u g h  ly~ozymes f r o m  a l l  s o u r c e s  s h a r e  t h e  a b i l i t y  
t o  h y d r o l y z e  g l y c o s i d i c _ , 8 ( 1 - 4 )  l i n k a g e s  b e t w e e n · N - a c e t y l -
m u r a m i c  a q i d  a n d  N - a c e t y l g l y c o s a m i n e ,  t h e r e  a r e  s e v e r a l  
c l a s s e s  o f  l y s o z y m e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  
o n  o t h e r  s u b s t r a t e s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p e p t i d o g l y c a n  
l a y e r  o f  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s ,  s o m e  t y p e s  o f  l y s o z y m e  a l s o  
a c t  o n  c h i t i n ,  c h i t o d e x t r i n s ,  a n d  s o m e  f u n g i . ( 6 , 4 J ) .  
L y s o z y m e s  m a d e  b y  v a r i o u s  o r g a n i s m s  a r e  a l l  b a s i c  
p r o t e i n s  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( f r o m  1 J , O O O  t o  2 4 , 0 0 0 )  
w i t h  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  r a n g i n g  f r o m  p H  1 0  t o  1 1  s o  t h a t  
t h e  e n z y m a t i c  p r o t e i n s  m a i n t a i n  a  n e t  p o s i t i v e  c h a r g e  o v e r  
m o s t  o f  t h e ·  c o m m o n  p H  r a n g e s  i n  a q u e o u s  m e d i a  ( 4 J , 5 8 ) .  
L y s o z y m e s  a l s o  h a v e  a  n a t i v e  s t r u c t u r e  w h i c h  w i t h s t a n d s  
s h a r p  c h a n g e s  i n  p H ,  t e m p e r a t u r e ,  a n d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  
s h o w i n g  a  h i g h  d e g r e e  o f  s t a b i l i t y  i n  m o s t  s o l u t i o n s  ( 4 ) ) .  
B a c t e r i o p h a g e s ,  o r  v i r u s e s  w h i c h  a t t a c k  b a c t e r i a l  
c e l l s ,  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  c o d e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l y s o -
z y m e ,  T h i s  w a s  f i r s t  r e p o r t e d  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  c e l l s  
i n f e c t e d  w i t h  T 2  p h a g e  ( J J ) .  S i n c e  t h e n ,  s e v e r a l  o t h e r  
p h a g e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  p r o d u c e  l y s o z y m e  ( 1 1 , 1 2 , 1 5 , 1 6 , J O ,  
J l , 5 7 , 5 8 ) .  L y s o z y m e  w a s  f o u n d  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  t w o  
p e r i o d s  o f  b a c t e r i o p h a g e  l i f e  c y c l e s :  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  
p h a g e  D N A  i n t o  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  ( 8 , 2 J , J 1 , J J , 5 5 )  a n d  
I  
I  
j ·  
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h o s t  c e l l  l y s i s  ( 2 8
1
3 1 , 3 3 , 5 5 ) .  E a r l y  r e s e a r c h e r s  t h o u g h t  
t h a t  a n  i d e n t i c a l  l y s o z y m e  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  b o t h  p e n e t r a -
t i o n  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e  a n d  l y s i s  o f  t h e  h o s t  c e l l .  S u b -
s e q u e n t  r e s e a r c h  w i t h  b o t h  E .  c o l i  p h a g e s  T 4  a n d  T 7  s h o w e d  
t h a t  t h e  e n z y m e  w h i c h  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  p e n e t r a t i o n  a n d  
t h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  h o s t  c e l l  l y s i s  h a d  d i f f e r i n g  
m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( 1 7 , 5 2 , 5 5 ) .  T h i s  w a s  t h e  f i r s t - i n d i c a t i o n  
t h a t  t h e r e  e x i s t e d  m o r e  t h a n  o n e  f o r m  o f  l y s o _ z y m e .  
T h e  d i s c o v e r y  t h a t  t h e  l y s o z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
f i n a l  l y s i s · o f  t h e  c e l l  w a s  c o d e d  f o r  b y  a  g e n e  o f  t h e  
p h a g e ,  n o t  t h e  b a c t e r i a l  c e l l ,  e x p l a i n e d  w h y  d i f f e r e n t  
f o r m s  o f  l y s o z y m e  w e r e  f o u n d  w h e n  t h e  s a m e  s t r a i n  o f  
b a c t e r i a  w a s  a t t a c k e d  b y  d i f f e r e n t  b a c t e r i o p h a g e  s t r a i n s  
( 3 , 1 7 , 2 8 , 3 1 , 5 5 , 5 6 ) .  
L y s o r . y m e  i s o l a t e d  f r o m  a  s p e . c i f i c  b a c t e r i u m - b a c t e r i o -
p h a g e  s y s t e m  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e  a g a i n s t  
b a c t e r i a  o t h e r  t h a n  t h e  o r i g i n a l  b a c t e r i a l  h o s t  s p e c i e s  
( 3 3 , 5 7 , 5 9 ) .  H e n c e  t h e  h o s t  r a n g e  s p e c i f i c i t y ·  o f  a  
b a c t e r i o p h a g e  i s  n o t  a  p r o p e r t y  o f  t h e  p h a g e  l y s o z y m e s .  ·  
C u r r e n t  r e s e a r c h  i n d i c a t e s  s o m e  l y s o z y m e s  m a y  n o t  b e  
i ; n v o l v e d  i n  t h e  l y s i s  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l .  S i l b e r s t e i n  
e t  a l  • .  ( 5 2 )  h a s  f o u n d  t h e  p r i m a r y  f u n c t i o n  o f  E .  c o l i  T 7  
p h a g e  l y s o z y m e  t o  b e  t h e  r e l e a s e  o f  n e w l y  m a d e  T ?  D N A  
f r o m  t h e  b a c t e r i a l  m e m b r a n e  w i t h  w h i c h  i t  w a s  a s s o c i a t e d .  
A  l y s o z y m e  o f  T 7  i s  t h u s  i m p o r t a n t  i n  t h e  p h a g e  a s s e m b l y  
p r o c e s s  a n d  n o t  t h e  l y s i s  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l .  S i l b e r -
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s t e i n  d i d  p o i n t  o u t  t h a t  a  l y s o z y m e  w a s ·  n e . e d e d  t o  l y s e  t h e  
c e l l ,  b u t  h e  d i d  n o t  c h a r a c t e r i z e  t h e  o n e  p r e s e n t  i n  T ? .  
T h e r e f o r e ,  b e s i d e s  t h e  l y t i c  f u n c t i o n ,  l y s o z y m e  m a y  h a v e  
a d d i t i o n a l  funct~ons t h a t  a r e  n o t  k n o w n  o r  f u l l y  u n d e r s t o o d .  
O t h e r  c u r r e n t  r e s e a r c h  o n  l y s o z y m e  i n c l u d e s  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  i t s  t h r e e  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  ( 1 6 , 2 4 , 4 7 ) ,  
t h e  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  a c t i o n  o f  l y s o z y m e  o n  d i f f e r e n t  
s u b s t r a t e s  a n d  b i n d i n g  s i t e s  ( 2 7 , 4 0 , 4 7 , 5 0 ) ,  t h e  s t u d y  o f  
t h e  e n z y m e  a s  a  s e r u m  f a c t o r  a n d  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  
p a t h o g e n s  ( 3 9 , 6 3 ) ,  a n d  t h e  u s e  ~f l y s o z y m e  t o  d e t e r m i n e  
b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  c o m p o s i t i o n  ( 4 J , 4 8 , 5 9 ) .  T h e  e n z y m a t i c  
s p e c i f i c i t i e s  w h i c h  v a r y  d e p e n d  o n  t h e  i n f e c t i n g  b a c t e r i o -
p h a g e  a r e  b e i n g  s t u d i e d  b y  s e v e r a l  r e s e a r c h e r s  ( 1 1 , 5 0 ,  
5 2 ) .  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  i s  a  b a c t e r i u m  ! m p o r t a n t  i n  
s e c o n d a r y  n o s o c o m i a l  ( h o s p i t a l - a c q u i r e d )  i n f e c t i o n s  f o u n d  
i n  i m m u n o l o g i c a l l y  c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s ,  a n d  i s  c a p a b l e  
o f  c a u s i n g  c o r n e a l  u l c e r s  ( 4 , 1 8 , 1 9 , 4 5 , 6 J ) ,  A  D N A  b a c t e r i o -
p h a g e  c a l l e d  ? v  w a s  d i s c o v e r e d  b y  F e a r y . ( 2 0 )  a n d  i s  a  
v i r u l e n t  i s o l a t e  u n a b l e  t o  l y s o g e n i z e  t h e  h o s t  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  s t r a i n  P S - 7  ( 5 ) .  I n  p r e l i m i n a r y  w o r k  w i t h  
t h i s  b a c t e r i o p h a g e - h o s t  s y s t e m ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a  l y t i c  
s u b s t a n c e  w a s  n o t i c e d  o n  a g a r  p l a t e  c u l t u r e s .  T h i s  l y t i c  
s u b s t a n c e ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  a  l y s o z y m e ,  h a s  b e e n  
i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  i n  t h i s  s t u d y .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  C u l t u r e  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  stra~n P S - 7  i s o l a t e d  f r o m  a n  
o c u l a r  i n f e c t i o n  w a s  p r o v i d e d  , b y  D r  . •  E a r l  F i s h e r ,  J r .  
T h e  s t o c k  c u l t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  b y  s e r i a l  t r a n s f e r  o n  
t r y p t i c a s e  s o y  b l o o d  a g a r .  T h e  c u l t u r e  w a s  g r o w n  o n  D i f e o  
n u t r i e n t  b r o t h  s u p p l e m e n t e d  w i t h  O .  J  p e r  c e n t  D i f e o .  y e a s t  
e x t r a c t ,  0 . 1  M  M g S 0 4 ,  0 . 1  p e r  c e n t  N H 4 N 0 3 ,  a n d  0 . 1  p e r  c e n t  
s u c r o s e  ( N B Y E N ) .  A g a r  p l a t e s . w e r e  m a d e  b y  a d d i n g  1 . 5  p e r  
c e n t  D i f e o  a g a r  t o  t h e  l i q u i d  m e d i u m .  S o f t  a g a r  o v e r l a y s  
w e r e  c o m p o s e d  o f  D i f e o  n u t r i e n t  b r o t h ,  0 . 1  M  M g S 0 4 ,  w i t h  
1  p e r  c e n t  a g a r  a d d e d .  S y n t h e t i c  m i n i m a l  m e d i u m  a n d  D i f e o  
C a s a m i n o  a c i d  m e d i u m  b r o t h  w e r e  a l s o  u s e d  w h e n  i n d i c a t e d  
a n d  t h e i r  c o m p o s i t i o n s  a r e  g i y e n  i n  A p p e n d i x  I .  
P l a t e s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 5  m l  o f  a g a r  m e d i u m  
p e r  p l a t e  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  u n t i l  a l l  
s u r f a c e  m o i s . t u r e ·  h a d  e v a p o r a t e d .  C u l t u r e s ·  o f  E ·  a e r u g i n o s a  
P S - 7  w e r e  i n c u b a t e d  a t  J 7 ° C .  
H i g h - t i t e r  L y s a t e s  
T h e  ~eed f o r  a  s u b s t a n t i a l  a m o u n t  o f  e n z y m e  f o r  
p u r i f i c a t i o n  p u r p o s e s  r e q u i r e d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a  l y s a t e  
w h i c h  h a d  · a  h i g h  t i  t e . r  o f  p h a g e .  T w e n t y  f i v e  m i l l i l i t e r s  
( m l )  o f  a  5 - 6  h o u r  c u l t u r e  o f  E ·  a e r u g i n o s a  P S - 7  w a s  
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a d d e d  t q  5 0 0  m l  o f  N B Y E N ,  i n  a  2 0 0 0 - m l  f l a s k ,  a n d  i n c u · b a t e d  
a t  J 7 ° C  w i t h o u t  s h a k i n g  u n t i l  t h e  c u l t u r e  w a s  i n  l a t e  
· e x p o n e n t i a l  p h a s e  a n d  a n a e r o b i c  r e s p i r a t i o n  w a s  n o t e d  
'  
b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  N i t r o g e n  g a s  b u b b l e s  i n  t h e  b r o t h  . .  
A t  t h i s  s t a g e ,  t h e  r e a d i n g  o n  a  K l e t t  c o l o r i m e t e r  w i t h  a  
6 6  f i l t e r  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0  a n d  t h e  b a c t e r i a l  c o n c e n -
t r a t i o n  h a d  r e a c h e d  5  x  1 0 8  c e l l s / m l  a s  dete~mined b y  a  
v i a b l e  c o u n t .  R e a d i n g s  t a k e n  f r o m  t h e  K l e t t  c o l o r i m e t e r  
w e r e  t a k e n  u s i n g  t h e  n u m b e r  6 6  f i l t e r  f o r  a l l  t h e  r e m a i n i n g  
t e s t s .  T w e n t y  m l  o f  p h a g e  s t o c k  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1  x  1 0 1 0  p h a g e / m l  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  1 8 0  m l  o f  b a c t e r i a  
f o r  a n  i n i t i a l  r a t i o  o f  2 . 2  p h a g e  p e r  b a c t e r i a l  c e l l .  
T h e  c u l t u r e  w a s  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  w i t h o u t  s h a k i n g  a t  ; 7 o c  
f o r  s i x  h o u r s  a n d  t h e n  w a s  s p u n  i n  a  S o r v a l l  S u p e r s p e e d  
R C 2 L - B  c e n t r i f u g e  a t  9 , 1 5 0  x  g  f o r  2 0  m i n u t e s  t o  r e m o v e  
c e l l u l a r  d e b r i s  a n d  u n l y s e d  bact~rial c e l l s .  T h e  p e l l e t  
o b t a i n e d  b y  l o w  s p e e d  p r e p a r a t i o n  w a s  d i s c a r d e d .  T w o  
s i m i l a r  b a t c h e s  o f  l y s a t e  w e r e  m a d e  wi~h t h e  s a m e  
m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  a n d  u s i n g  t h e  i d e n t i c a l  p r o c e d u r e .  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  t w o  l y s a t e s ,  w i t h  o n e  l y s a t e  ·  
c o n t a i n i n g  t h r e e  t i m e s  t h e  n u m b e r  o f  p h a g e s  a s  t h e  o t h e r  
l y s a t e .  · T h e  l y s a t e  w i t h  1  x  1 0 1 1  b a c t e r i o p h a g e / m l  w a s  
l a b e l l e d  L y s a t e  1 ,  a n d  t h e  l y s a t e  w i t h  J . J 2  x  1 0
1 1  
b a c t e r i o -
p h a g e / m l  w a s  l a b e l l e d  L y s a t e  2 .  
S u b s t r a t e  P r e p a r a t i o n  
P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  5 0 0  m l  o f  N B Y E N  
i n  a  t w o  l i t e r  f l a s k ,  w i t h o u t  s h a k i n g ,  a t  3 7 ° c  f o r  1 2  
h o u r s  a n d  w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 9 , 1 5 0  x  g  f o r  
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2 0  m i n u t e s )  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h r e e  m l  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r .  T h e s e  b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  t h e n  a d d e d  s l o w l y  t o  J O  
m l  o f  c o l d  a c e t o n e  ( - 2 o o c )  w i t h  s t i r r i n g .  A c e t o n e  w a s  u s e d  
i n s t e a d  o f  t h e  u s u a l  e t h y l e n e d i a m e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  
b e c a u s e  E D T A ,  b y  i t s e l f ,  c a u s e s  P .  a e r u g i n o s a  c e l l s  t o  l y s e  
( 5 5 ) .  T h e n  t h e  c e l l s  w e r e  f i l t e r e d  b y  s u c t i o n  u s i n g  a  
B u c h n e r  f u n n e l  a n d  W h a t m a n  n u m b e r  1  f i l t e r  p a p e r .  T h e  
f i l t e r  p a p e r  a n d  c e l l s  w e r e  w a s h e d  ~ith c o l d  e t h y l  a l c o h o l  
( - 2 o o c ) . s e v e r a l  t i m e s  t o  r e m o v e  e x c e s s  a c e t o n e .  T h e  c e l l s  
w e r e  a i r  d r i e d  a n d  s t o r e d  i n  a  d e s i c c a t o r .  T h e  f i n a l  y i e + d  
w a s  o . 6  g r a m s  o f  d r i e d  e e l . l s / l i t e r  o f  c u l t u r e  i n  N B Y E N .  
O t h e r  s u b s t r a t e s  u s e d  i n c l u d e d :  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k -
t i c u s ,  s u p p l i e d  b y  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y  a s  l y o p h i l i z e d  
c e l l s ;  o t h e r  G r a m  p o s i t i v e  b a c t e r i a ,  l y o p h i l i z e d  f r o m  
b r o t h  c u l t u r e s  t a k e n  f r o m  P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  s t o c k  
c u l t u r e s ,  a n d  o t h e r  G r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a  p r e p a r e d  i n  
t h e  m e t h o d  f o r  P .  a e r u g i n o s a  s u b s t r a t e ,  s u p p l i e d  · f r o m  
P S U  s t o c k  c u l t u r e s .  
A s s a y  O f  P .  a e r u g i n o s a  ? v  
A  s a m p l e  o f  a  4 - 5  h o u r  b r o t h  c u l t u r e  g r o w n  i n  N B Y E N  a t  
3 7 ° C  w i t h  n o  a c t i v e  a e r a t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  a n  a l i q u o t  w a s  
p l a c e d  i m m e d i a t e l y  i n t o  a n  i c e  b a t h .  T h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  
c u l t u r e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  K l e t t  c o l o r i m e t e r  w i t h  a  
6 6  f i l t e r .  S a m p l e s  o f  0 . 1  m l  e a c h  o f  s e v e r a l  s e r i a l  
d i l u t i o n a  o f  t h e  a l i q u o t  i n  t h e  i c e  b a t h  w e r e  m i x e d  w i t h  
) . 0  m l  o f  s o f t  a g a r  o v e r l a y  a n d  p o u r e d  i m m e d i a t e l y  o v e r  
t h e  s u r f a c e  o f  a n  a g a r  p l a t e .  T h r e e  p l a t e s  p e r  d i l u t i o n  
w e r e  m a d e .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h o u r s  
a t  3 7 o c .  A s  s h o w n  o n  t h e  s t a n d a r d  g r o w t h  c u r v e  o n  
F i g u r e  2 ,  K l e t t  r e a d i n g s  a n d  a  v i a b i e  c e l l  c o u n t  w e r e  
c o r r e l a t e d .  T h e r e a f t e r ,  t h e  v i a b l e  c e l l  c o u n t  w a s  
e s t i m a t e q  b y  K l e t t  r e a d i n g s  w h e n  t h e  i d e n t i c a l  g r o w t h  c o n -
d i t i o n s  w e r e  m e t  a n d  t h e  g r o w t h  o f f ·  aeruginos~ w a s  
a s s u m e d  t o  b e  i n  e x p o n e n t i a l  p h a s e .  
A s s a y  O f  a a q t e r i o p h a g e  ? v  
T h e  p r e s e n c e  o f  i n f e c t i v e  b a c t e r i o p h a g e  w a s  d e t e c t e d  
b y  a s s a y i n g  f o r  p l a q u e - f o r m i n g  u n i t s  ( P F U )  u s i n g  a  
m o d i f i e d  v e r s i o n  o f  t h e  s o f t  a g a r  o v e r l a y  p l a q u e  c o u n t  
m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  A d a m s  ( 1 ) .  F r o m  t h e  l y s a t e  o f  a  
p h a g e  c u l t u r e ,  a  o n e  m l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  a r i d  p l . a c e d  i n  ·  
8  m l  o f  N B Y E N ,  a l o n g  w i t h  1  m l  o f  a  4 - 5  h o u r  c u l t u r e  o f  
P .  a e r u g i n o s a  P S - 7 · ·  T h i s  p r e p a r a t i o n  w _ a s  a l l o w e d  t o ·  
i n c u b a t e  a t  3 7 ° c  f o r  1 0  m i n u t e s ,  w h i c h  i n s u r e d  9 9  p e r  c e n t  
a d s o r p t i o n  o f  t h e  p h a g e  o n t o  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  ( 5 1 ) .  
T h e n  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h i s  m i x t u r e  w e r e  m a d e  a n d  p l a c e d  
i n  a n  i c e  b a t h .  T o  p r o v i d e  a n  a d e q u a t e  b a c k g r o u n d  l a w n  
f o r  t h e  p l a q u e s ,  1 . 0  m l  o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  E ·  
a e r u g i n o s a  P S - ' 7  w a s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  s o f t  a g a r  t u b e .  
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T i m e  ( m i n u t e s )  
F i g u r e  2 .  S t a n d a r d  g r o w t h  c u r v e  o f  P .  a e r u § i n o s a  P S - 7 .  
} ! .  a e r u g i n o s a  P S - 7  w a s  g r o w n  i n  N B ¥ E N  a t  3 7  c  w i t h  
n o  a c t i v e  a e r a t i o n .  
1 1  
A  0 , 1  m l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  f r o m  e a c h  d i l u t i o n  a n d  
a d d e d  t o  t h r e e  m l  o f  s o f t  a g a r  o v e r l a y  a n d  p o u r e d  i m m e d i a t e -
l y  o n  t o p  o f  a n  a g a r  p l a t e .  T h r e e  p l a t e s  p e r  d i l u t i o n  
w e r e  m a d e .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h o u r s  a t  
3 7 ° c  a n d  t h e n  t h e  p l a q u e s  w e r e  c o u n t e d ;  i f  n o  p l a q u e s  
w e r e  p r e s e n t ,  t h e  p l a t e s  w e r e  r e - e x a m i n e d  a f t e r  a n o t h e r  
2 4  h o u r s  i n c u b a t i o n .  
P r o t e i n  D e t e r m i n a t i o n  
T h e  p r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  
b y  L o w r y  ( 3 6 )  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  t h e  c o p p e r  s u l f a t e  a n d  
t h e  p o t a s s i u m  s o d i u m  t a r t r a t e  s o l u t i o n s  w e r e  k e p t  s e p a r a t e  
u n t i l  t i m e  o f  u s e .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  3 ,  a  s t a n d a r d  g r a p h  
o f  K l e t t  r e a d i n g  w i t h  a  6 6  f i l t e r  v e r s u s  B o v i n e  s e r u m  
a l b u m i n  p r o t e i n  w a s  m a d e .  A t  e a c h  s t e p  o f  t h e  e n z y m e  
p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  t h e  s a m p l e  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  
b y  L o w r y  a n d  t h e  K l e t t  r e a d i n g  w a s  t a k e n .  T h e  a m o u n t  o f  
p r o t e i n  p r e s e n t  i n  e a c h  f r a c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r e a d i n g  
t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  o f f  t h e  s t a n d a r d  g r a p h .  
A s s a y  O f  L Y S O Z Y f f i e  A c t i v i t y  
! ' w o  d i f f e r e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  m e a s u r e -
m e n t  o f  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  
A s s a y  m e t h o d  1 .  U s i n g  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  i n  
T s u g i t a  ( 5 7 ) ,  e n o u g h  a c e t o n e - d r i e d  I ·  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  
w e r e  s u s p e n d e d  i n  t h r e e  m l  o f  0 , 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  t o  g i v e  
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· a n  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g  i n  a  P e r k i n - E l m e r  s p e c t r o p h o t o -
m e t e r  o f  0 . 6  a t  6 6 0 - r i m  w a v e l e n g t h ,  T h e  a s s a y  w a s  i n i t i a t e d  
b y  t h e . a d d i t i o n  o f  a n  e n z y m e  s a m p l e  a n d  t h e  t i m e  i n  m i n u t e s  
f o r  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g  t o  d e c r e a s e  b y  0 . 1  w a s  
m e a s u r e d  a t  r o o m  temperat~e. 
T o  d e m o n s t r a t e  t h i s  a s s a y  w a s  v a l i d ,  t h e  r e c i p r o c a l  
o f  t h e  m e a s u r e d  t i m e  i n  m i n u t e s  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e n z y m e ,  a s  s e e n  i n  F i g u r e  4 .  
A s s a y  m e t h o d  2 .  A  m o r e  w i d e l y  u s e d  m e a s u r e  o f  
l y s o z y m e  a c t i v i t y  i s  t h e  s t a n d a r d  l y s o z y m e  a s s a y  p r o c e d u r e  
w h i c h  u s e s  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  a s  a  s u b s t r a t e  ( 6 5 ) .  
T h i s  m e t h o d  w a s  m o d i f i e d  b y  s u b s t i t u t i n g  a c e t o n e - d r i e d  
P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  f o r  l y o p h i l i z e d  M .  l y s o d e i k t i c u s  
c e l l s .  P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  O . J  m g / m l  i n  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  
p H  7 . 0 .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  
0 . 1  m l  a l i q u o t  o f  t h e  e n z y m e  s a m p l e  t o  2 . 9  m l  o f  t h e  
s u b s t r a t e  s u s p e n s i o n  i n  a  q u a r t z  c u v e t t e  w i t h  a  o n e  c m  
l i g h t  p a t h w a y  a n d  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  a  w a t e r  b l a n k .  
T h e  d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  n o t e d  a t  1 5  s e c o n d  i n t e r v a l s  
f o r  t w o  m i n u t e s .  T h e  g r a p h  o f  t h e  c h a n g e  i n  o p t i c a l  
d e n s i t y  p l o t t e d  a g a i n s t  en~yme c o n c e n t r a t i o n  w a s  
s i m i l a r  t o  F i g u r e  4 .  O n e  u n i t  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  
d e f i n e d  a s  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  w h i c h  p r o d u c e s  a  d e c r e a s e  
i n  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  0 . 0 0 1  u n i t s  p e r  m i n u t e  a t  a  w a v e l e n g t h  
o f  4 5 0  n m ,  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 5 0 0  a n d .  p H  o f  7 . 0 ,  m e a s u r e d ·  
i n  a  Perkin~Elmer s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
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E n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  ( m l )  
F i t ! $ e  4 .  E n z y m e  a c t i v i t y  v e r s u s  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n .  
l e  i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a s s a y  m e t h o d  1 .  
0  
1 5  
· T h e  t w o  sub~~rates w e r e  i n i t i a l l y  c o m p a r e d  t o  
d e t e r m i n e  w h i c h  s u b s t r a t e  w o u l d  b e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  l y s i s  
b y  p h a g e  7 v  l y s o z y m e .  M .  l y s o d e i k t i c u s  c e l l s  a n d  a c e t o n e -
d r i e d  P .  a e r u g i n o s a  P~-? c e l l s  w e r e  a s s a y e d  w i ' t h  s t a n d a r d  
e g g  w h i t e  l y s o z y m e  a n d  p h a g e  7 v  e n z y m e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  s t a n d a r d  ' e g g  w h i t e  l y s o z y m e  w a s  O .  0 0 2  g r a m s / 5 0  m l  
d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  s o u r c e  o f  t h e  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  
w a s  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  c r u d e  L y s a t e  2 .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  
e g g  w h i t e  l y s o z y m e  a n d  p h a g e  7 v  · 1 y s o z y m e  b o t h  l y s e  
P .  a e r u g i n o s a  P ' 3 - 7  c e l l s  a n d  M ·  l y s o d e i k t i c u s  c e l l s .  A s  
s e e n  i n  T a b l e  I ,  t h e  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  h a s  a  g r e a t e r  
a c t i v i t y  o n  t h e  P .  a e r u g i n o s a  c e l l  s u b s t r a t e .  ~ince t h e  
~· a e r u g i n o s a  s u b s t r a t e  w a s  l y s e d  m o r e  r e a d i l y ,  P .  a e r u g i n -
~ P S - 7  c e l l s  w e r e  u s e d  a s . t h e  s u b s t r a t e  i n s t e a d  o f  t h e  
M .  l y s o d e i k t i c u s  s u b s t r a t e  f o r  t h e  l y s o z y m e  a s s a y .  
C h e m i c a l s  A n d  R e a g e n t s  
A  l i s t  o f  t h e  c h e m i c a l s  a n d  c o m p a n i ' e s  t h a t  s u p p l i e d  
t h e m ,  a l o n g  w i t h  t h e  l o t  n u m b e r s  a r e  f o u n d  i n  A p p e n d i x  I I .  
A l l  c h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  c o m m e r i a l l y  a n d  
w e r e  o f  r e a g e n t  o r  a n a l y t i c a l  g r a d e .  
A m m o n i u m  S u l f a t e  P r e c i p i t a t i o n  
U s i n g . t h e  p r o c e d u r e s  f o u n d  i n  G r e e n  ( 2 5 )  a n d  W i l l i a m s  
( 6 2 ) ,  p r o t e i n s  w e r e  s e l e c t i v e l y  p r e c i p i t a t e d  b y  v a r y i n g  
t h e  p e r c e n t a g e  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e  w h i c h  w a s  a d d e d  t o  
t h e  s u p e r n a t a n t s  o f  u l t r a c e n t r i f u g e d  l y s a t e s .  
T A B L E  I  
S U B S T R A T E  S P E C I F I C I T I E S  
S Y S T E M  
L Y S O Z Y M E  U N I T S L M L  
M .  l y s o d e i k t i c u s  c e l l s  a n d  
0 . 1  m l  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  
· l y s o z y m e  
( 4  x  1 0 - 5  g r a m s / m l )  
P .  a e r u g i n o s a  c e l l s  a n d  
a n d  0 . 1  m l  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  
l y s o z y m e  
( 4  x  1 0 - 5  g r a m s / m l )  
M .  l y s o d e i k t i c u s  c e l l s  a n d  
0 . 1  m l  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  
f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  
c r u d e  L y s a t e  2  
P .  a e r u g i n o s a  c e l l s  a n d  
0 . 1  · m i  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  
f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t .  o f  
c r u d e  L y s a t e  2  
5 0 0  
5 5 0  
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 T o  d e t e r m i n e  w h i c h  p e r c e n t a g e  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e  w o u l d  
p r e c i p i t a t e  o u t  l y s o z y m e ,  t e n  i d e n t i c a l  a l i q u o t s  o f  
u l t r a c e n t r i f u g e d  L y s a t e  1  w e r e  m a d e .  E a c h  a l i q u o t  w a s  
b r o u g h t  u p  t o  a  c e r t a i n  p e r c e n t a g e  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e ,  
. 1 7  
c o r r e c t i n g  f o r  v o l u m e  c h a n g e s ,  a n d  s p u n  i n  a  S o r v a l l  
c e n t r i f u g e  a t  ~4,650 x  g  f o r  _ J O  m i n u t e s .  T h e  p r e c i p i t a t e  
w a s  r e s u s p e n d e d  t o  i t s  o r i g i n a l ·  v o l u m e  i n  0 . 1 ·  M  p h o s p h a t e  
b u f f e r  a t  p H  7 , 0 .  L y s o z y m e _  a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  b y  a s s a y  
m e t h o d  2 .  
D i a l y s i s  
D i a l y s i s  w a s  u s e d  t o  b o t h  r e m o v e  c o n t a m i n a t i n g  
m a t e r i a l s  a n d  a l s o  t o  r e m o v e  t h e  a m m o n i u m  s u l f a t e  s a l t s  
a n d  w a s  d o n e  f o l l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e  f o u n d  i n  C a m p b e l l  ( 9 ) .  
T h e  m a t e r i a l  f r o m  t h e  a m m o n i u m  s u l f a t e  s t e p , - i n  a  t e n  m l  
a l i q u o t ,  w a s  p u t  i n s i d e  d i a l y s i s  t u b i n g  w h i c h  w a s  t h e n  
s e a l e d  w i t h  a  p l a s t i c  c l i p  a t  eac~ e n d  a n d  p l a c e d  i n  a  
b e a k e r  w i t h  1 0 0  m l  o f  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f . e r ,  p H  7 .  0 .  
D i a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  5 ° c ,  w i t h  s t i r r i n g ,  f o r  2 4  h o u r s  
w i t h  t h e  d i a l y s a t e  b u f f e r  b e i n g  r e p l a c e d  e v e r y  s i x  h o u r s .  
A m m o r i i u m  s u l f a t e  w a s  d e t e c t e d  b y  a d d i n g  t w o  d r o p s  o f  N e s s l e r  
r e a g e n t  t o  a  t e n  m l  s a m p l e  a n d  o b s e r v i n g  f o r  a  y e l l o w  c o l o r .  
S e p h a d e x  G e l  F i l t r a t i o n  
F r a c t i o n a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t f o l l o w i n g  a  m o d i f i e d  
p r o c e d u r e  f o u n d  i n  R e i l a n d  ( 4 6 )  a n d  G r e e n  ( 2 5 ) .  S e v e n t y  
g r a m s  o f  S e p h a d e x  G - 1 5 0  g e l  b e a d s  ( 1 0  t o  4 0  m e s h )  w e r e  
a d d e d  t o  2 0 0  m l  o f  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  a n d  
a l l o w e d  t o  s w e l l  a t  9 0 ° c  f o r  o n e  h o u r .  A f t e r  o v e r n i g h t  
c o o l i n g ,  t h e  g e l  w a s  p o u r e d  i n t o  a  2 . 5  x  J 8  c m  c o l u m n  a n d  
e q u i l i b r a t e d  · f o r  o n e  h o u r  b y  w a s h i n g  i t  w i t h  0 . 1  M  
p h o s p h a t e  b u f f e r .  p H  7 . 0 ,  a n d  0 . 1  M · K C l ,  a t  a  f l o w  r a t e  
1 8  
o f  0 . 1 0 6  m l / m i n u t e .  A  t h r e e  m l  s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  t h e  t o p  
o f  t h e  c o l u m n  a n d  e l u t e d  b y  w~shing w i t h  0 . 1  M  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 1 0 6  m l / m i n u t e .  
F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  1 . 7  m l  a l i q u o t s  a n d  t h e  p r o t e i n  
w a s  e s t i m a t e d  b y . o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  a t  2 8 0  r u n  a n d  a l s o  
b y  a  L o w r y  d e t e r m i n a t i o n .  L y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  
f o r  e a c h  f r a c t i o n  u s i n g  a s s a y  m e t h o d  2 .  
B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  w a s  a l w a y s  a d d e d  t o  m a r k  t h e  v o i d  
.  .  
v o l u m e  a n d  w a s  c o l l e c t e d  a n d  r e a d  a t  6 0 0  r u n .  C a r e  h a d  t o  
b e  t a k e n  t o  a c h i e v e  t h e  s a m e  v o i d  v o l u m e  i n  e a c h  t r i a l  o r  
e l s e  v o l u m e  c o r r e c t i o n s  w o u l d  h a v e  b e e n  n e c e s s a r y .  B l u e  
d e x t r a n  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  t o p  o f  t h e  c o l u m n  a l o n g  w i t h  
t h e  s a m p l e  a n d  1 . 7  m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  T h e  b l u e  
d e x t r a n  2 0 0 0  w a s  m e a s u r e d  b y  r e a d i n g  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  
6 0 0  r u n .  T h e  v o l u m e  e l u t e d  t o  t h e  f r a c t i o n  o f  m a x i m u m  
c o l o r  w a s  t h e  v o i d  v o l u m e .  
P o l i a c r y l a m i d e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
G e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t .  a c c o r d i n g  t o  t h e  
p r o c e d u r e  o f  D a v i s  a n d  o t h e r s  ( i l , 2 2 , 6 4 ) .  A  c u r r e n t  o f  
1 . 2 5  m i l l i a m p s  p e r  t u b e  w a s  a p p l i e d  f r o m  t h e  t i m e  t h e  
s a m p l e  t r a v e l l e d  t h r o u g h  t h e  s e v e n  p e r  c e n t  s t a c k i n g  g e l .  
u n t i l  t h e  s t a c k e d  d i s c  r e a c h e d  t h e  r e s o l v i n g  g e l ,  w h i c h  
t o o k  t h i r t y  t o  s i x t y  m i n u t e s ,  O n c e  t h e  d i s c s  e n t e r e d  t h e  
r e s o l v i n g  g e l ,  a  c u r r e n t  o f  2 . 5  m i l l i a m p s  p e r  t u b e  w a s  
a p p l i e d  u n t i l  t h e  l e a d i n g  s a m p l e  f r o n t  m a r k e d  b y  o n e  p e r  
c e n t  Bromopheno~ b l u e  t r a c e r  d y e  r e a c h e d  a p p r o x i m a t e l y  
t w o  c m  f r o m  t h e  b o t t o m ,  w h e r e u p o n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  
w a s  t e r m i n a t e d .  · T h i s  r e s o l u t i o n  s t e p  t o o k  a p p r o x i m a t e l y  
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o n e  t o  t w o . h o u r s .  H a l f  o f  t h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  
C o o m a s s i e  b l u e  f o l l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e  f o u n d  i n  C h r a m b a c h  
( 1 0 ) .  Th~ g e l s  w e r e  t h e n  s t o r e d  i n  7 . 5  p e r  c e n t  a c e t i c  a c i d  
i n  t h e  d a r k  t o  p r e v e n t  t h e  d y e  f r o m  f a d i n g .  T h e  p o s i t i o n  
o f  t h e  l y s o z y m e  w a s  d e t e c t e d  b y  s l i c i n g  t h e  u n s t a i n e d  
g e l s  i n t o  t w o  m l  s e g m e n t s  u s i n g  a  gel~slicer f a b r i c a t e d  b y  
t h e  P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  S c i e n c e  s h o p .  E a c h  g e l  
s e g m e n t  w a s  i n c u b a t e d  ~ith 2 . 9  m l  o f  t h e  P .  a e r u g i n o s a  P~-7 
s u b s t r a t e  f o r  J O  m i n u t e s  t o  a l l o w  p r o t e i n  d i f f u s i o n  o u t  
o f  t h e  g e l .  T h e  . g e l  f r a c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  f o r  l y s o z y m e  
a c t i v i t y  b y  a s s a y  m e t h o d  2 .  
C o m p a r i s o n  O f  E n z y m e  S p e c i f i c i t y  
P  • .  a e r u g i n o s a  s u b . s t r a t e  (  o .  0 0 2 3 5  g )  w a s  dissolv~d i n  
t h r e e  m l  o f  O . l '  M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 0 .  T w o  m g  o f  
s t a n d a r d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e  w a s  a d d e d  t o  i n i t i a t e  t h e  
r e a c t i o n  a n d  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  w a s  f o l l o w e d  a t  4 5 0  ~ 
a n d  r e c o r d e d  a t  t e n  m i n u t e  i n t e r v a l s .  W h e n  t h e  o p t i c a l  
d e n s i t y  r e a d i n g s  l e v e l l e d  o f f ,  e i t h e r  m o r e  · s t a n d a r d  e g g  
w h i t e  l y s o z y m e  ( t w o  m g )  w a s  a d d e d  o r  pahg~ 7 v  l y s o z y m e  
( 0 . 1  m l  o f  _ L y s a t e  2 )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  r e s u l t s  n o t e d .  
H e a t  I n a c t i v a t i o n  
T h r e e  m l  o f  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e d  L y s a t e  2  w a s  
i n c u b a t e d  f o r  f i v e  m i n u t e s  a t  o n e  o f  t h e  t e m p e r a t u r e s  
r a n g i n g  f r o m  J O O c  t o  7 5 ° c  i n  a  1 . 5  x  1 0  c m  t e s t  t u b e  
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i n  a  h o t  w a t e r  b a t h  a n d  t h e n  p l u n g e d  i m m e d i a t e l y  i n t o  a n  
i c e  b a t h  t o  c o o l .  T h e  r e s i d u a l  a c t i v i t y  w a s  t h e n  m e a s u r e d  
u s i n g  a s s a y  m e t h o d  2 .  
P H  O p t i m u m  
f .  a e r u g i n o s a  P S - 7  s u b s t r a t e  ( 0 . 0 0 2 3 5  g r a m s )  w a s  
d i s s o l v e d  i n  t h r e e  m l  v o l u m e s  o f  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  
o f  d i f f e r e n t  p H  v a l u e s .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  0 . 2  m l  o f  u l t r a c e n t r i f u g e d  e n z y m e  a n d  a s s a y e d  
b y  a s s a y  m e t h o d  1 .  
M o l e c u l a r  W e i g h t  D e t e r m i n a t i o n  
D i s s i m i l a r  p r o t e i n s  a r e  e l u t e d  f r o m  a  ~ephadex c o l u m n  
i n  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  a c c o r d i n g  t o  s i z e  a n d  m o l e c u l a r  
w e i g h t .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  3 e p h a d e x  
G e l  F i l t r a t i o n  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  A n d r e w s  a n d  o t h e r s  ( 2 ,  
1 J , J 1 ) .  T w o  p r o t e i n s  o f  k n o w n  b u t  d i s s i m i l a r  m o l e c u l a r  
w e i g h t s  ( t w o  m g  e a c h )  w e r e  m i x e d  i n  f i v e  m l  o f  0 , 1  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  t e n  p e r  c e n t  s u c r o s e  a n d  o n e  p e r  c e n t  
B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  a n d  a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n .  
A s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  1 . 7  m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  
a n d  a s s a y e d  f o r  p r o t e i n  b y  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  a t  
2 8 0  n m .  T h i s  s e q u e n c e  w a s  r e p e a t e d  f o r  a n o t h e r  p a i r  o f  
p r o t e i n s  o f  k n o w n  m o l e c u l a r  w e i g h t ;  T h e  e l u t i o n  v o l u m e  
w a s  n o t e d  f o r  e a c h  k n o w n  p r o t e i n  a n d  p l o t t e d  o n  a  g r a p h  
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a s  l o g  m o l e c u l a r  w e i g h t  v e r s u s  e l u t i o n  v o l u m e .  A  s t r a i g h t  
l i n e  w a s  o b t a i n e d .  T h e n  t h e  p r o t e i n  o f  u n k n o w n  m o l e c u l a r  
w e i g h t  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  a s  t h a t  
o f  t h e  k n o w n  p r o t e i n s  a n d  t h e  e l u t i o n  v o l u m e  n o t e d .  T h e  
e l u t i o n  v o l u m e  w a s  p l o t t e d  o n  t h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e  o f  t h e  
k n o w n  p r o t e i n s  a n d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  r e a d  o f f .  
T h e  v o i d  v o l u m e  w a s  d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  f i l t r a t i o n  
u s i n g  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  
R E 3 U L T S  
E n z y m e  P u r i f i c a t i o n  
I n  m o s t  c a s e s  w h e r e  a n  e n z y m e  i s  t o  b e  i s o l a t e d  f r o m  
b a c t e r i a l  g r o w t h ,  a  m e d i u m  i s  s e l e c t e d  w h i c h  i s  n o t  r i c h  i n  
o t h e r  p r o t e i n s .  A s  s h o w n  i n  T a b l e  I ,  t h e  p h a g e  y i e l d  w a s  
v e r y  l o w  o n  m i n i m a l  o r  c a s a m i n o  a c i d  m e d i u m .  S c h n i d e r  ( 5 1 )  
f o u n d  t h a t  g r o w t h  i n  m i n i m a l  m e d i u m  r e s u l t e d  i n  l e s s  p h a g e  
y i e l d  p e r  c e l l  th~n g r o w t h  i n  a  N B Y E  b r o t h .  S h e  c o u l d  n o t  
d e m o n s t r a t e  t h e  s p e c i f i c  c o f a c t o r ,  o r  c o f a c t o r s ,  t h a t  w a s  
r e q u i r e d  f o r  p h a g e  a b s o r p t i o n .  S h e  f o u n d  t h e  b a c t e r i a  w e r e  
n o t  u n d e r n o u r i s h e d  i n  t h e  m i n i m a l  m e d i u m ,  b u t  s o m e  u n k n o w n  
c o f a c t o r  o r  c o f a c t o r s  e x i s t e d  i n  N B Y E  w h i c h  h e l p e d  i n  p h a g e  
a d s o r p t i o n .  I n  o r d e r  t o  g e t  a  h i g h  p r o d u c t i o n  o f  p h a g e  s o  
t h a t  a n  a d e q u a t e  a m o u n t  o f  e n z y m e  c o u l d  b e  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  s y s t e m ,  a  r i c h  m e d i u m  h a d  t o  b e  u s e d .  T h e  r e s u l t s  .  
u s i n g  t h e  d i f f e r e n t  m e d i a  s h o w e d · t h a t  a  r i c h  m e d i u m ,  N B Y E N ,  
g a v e  t h e  h i g h e s t  t i t e r ,  a s  s e e n  i n  T a b l e  I I ,  a n d  b e c a u s e  o f  
t h i s  f a c t  N B Y E N  w a s  t h e  m e d i u m  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  s~udy. 
I n i t i a l  l y s a t e s  o f  P .  a e r u 5 i n o s a  P S - 7  a n d  t h e  
b a c t e r i o p h a g e  7 v  c o n t a i n e d  l y t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  f l u i d  
s u p e r n a t a n t  o f  t h e  l y s a t e  . .  A . p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  
n e e d e d  s o  t h a t  t h e  l y t i c  s u b s t a n c e  c o u l d  b e  i s o l a t e d  a n d  
c h a r a c t e r i z e d .  T s u g i  t · a  ( J J )  a n d  K o c h  (  5 7 )  d e s c r i b e d  
G r o w t h  M e d i u m a  
M i n i m a l  M e d i u m  
b r o t h  
C a s a m i n o  A c i d  
b r o t h  
N B Y E N  
b r o t h  
T A B L E  I I  
A  C O M P A R I S O N  O F  P L A Q U E  
A S S A Y  O N  C O M P L E T E  A N D  
C H E M I C A L L Y  D E F I N E D  
M E D I A  
P l a q u e - f o r m i n g  u n i t s / m l  
2 . 0  x  1 0 9  
1 . 5  x  1 0 9  
L Z  x  1 0 9  
M e a n  
1 .  7  x  1 0 9  
5 . 0  x  1 0 9  
4 . 0  x  1 0 9  
_ 2 . 0  x  1 0 9  
M e a n  
4 . o  x  1 0 9  
2 . 8  x  1 0 1 1  
J . O  x  1 0 1 1  
_ 2 . 2  x  1 0 1 1  
M e a n  
J . O  x  1 0 1 1  
2 . 3  
a p .  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  t h e  t h r e e  
t y p e s  o f  g r o w t h .  m e d f a ;  N B Y E N ,  C a s a m i n o  A c i d  a n d  M i n i m a l  
M e d i u m ,  u n t i l  th~ b a c t e r i a l .  c o n c e n t r a t i o n  r e a c h e d  
a p p r o x i m a t e l y  1 0  b a c t e r i a / m l .  B a c t e r i o p h a g e  7 v  w a s  t h e n  
a d d e d  a t  a  r a t i o  o f  t w o  p h a g e  p e r  b a c t e r i a l  c e l l  a n d  t h e  
m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  s i x  h o u r s  a t  J 7 ° c .  T r i p l i c a t e  
p l a q u e  a s s a y s  w e r e  m a d e  o n  a g a r  m e d i u m  o f  t h e  s a m e  .  
c o m p o s i t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  p l a q u e - f o r m i n g  . .  u n i t s  
p e r  m l  i n  e a c h  t y p e  o f  m e d i u m  a t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  
p e r i o d .  
p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  ~· c o l i  p h a g e  l y s o z y m e s  a n d  
t h e s e  t w o  m e t h o d s  w e r e  u s e d  a s  a  b a s i s  f o r  P .  a e r u g i n o s a  
p h a g e  7 v  l y s o z y m e  p u r i f i c a t i o n .  
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I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  l y t i c  enzy~e w a s  p r o d u c e d  
b y  b a c t e r i u m - b a c t e r i o p h a g e  i n t e r a c t i o n  o r  w a s  a n  e n z y m e  
p r o d u c e d  b y  t h e  b a c t e r i u m · a l o n e ,  f ·  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s  
w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d  f o r  l y s a t e  p r e p a r a t i o n ,  
w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  n o  b a c t e r i o p h a g e  w e r e  a d d e d .  T h e  
b r o t h  c u l t u r e  o f  P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
9 , 1 5 0  x  g  f o r  2 0  m i n u t e s  a n d  a s s a y e d  f o r  l y s o z y m e  p r o d u c t i o n .  
C e n t r i f u g e d  p r e p a r a t i o n s  o f  u n i n f e c t e d  P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  
c e l l s  d i d  n o t  e x h i b i t  l y s o z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  
o r  t h e  p e l l e t .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  b a c t e r i o p h a g e  w a s  n e e d e d  
t o  o b t a i n  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  
T h e  c e l l  f r e e  l y s a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  A f t e r  l o w  s p e e d  c e n t r i -
f u g a t i o n  t h e  l y s a t e  s u p e r n a t a n t  s ' t i l l "  c o n t a i n e d  p l a q u e -
f o r m i n g  u n i t s  ( P F U ) · a n d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  a n d  t h e  p e l l e t  
h a d  neith~r enzym~tic a c t i v i t y  n o r  P F U .  L y s o z y m e  a c t i v i t y  
w a s  m~asure~,using a s s a y  m e t h o d  2 ,  L y s a t e  1  h a d  2 5  u n i t s / m l  
~nd L y s a t e  ·~ c o n t a . i n e d  7 0  u n i  t s / m l .  
L y s a t e  2 ,  w h i c h  h a d  t h r e e  t i m e s  a s  m u c h  p h a g e  a s  
L y s a t e  · 1 ,  h a d  a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  t i m e s  a s  m u c h  e n z y m a t i c  
a c t i v i t y ,  a n d  t h i s  p a t t e r n  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  r e m a i n i n g  
p u r i f i c a t i o n  s t e p s .  
I n  o r d e r  t o  o b s e r v e  i f  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  w a s  
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a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p h a g e  p a r t i c l e ,  t h e  l y s a t e s  w e r e  s p u n  
· 1 n  a  B e c k m a n  M o d e l  L 2 - 6 5 B  U l t r a c e n t r i f u g e  a t  2 8 , 0 0 0  x  g  f o r  
2 . 5  h o u r s .  T h e  m a j o r i t y  ( 9 9 . 9  p e r  c e n t )  o f  t h e  P F U  w e r e  
f o u n d  i n  t h e  p e l l e t ,  i n  c o n t r a s t ,  9 2  p e r  c e n t  o f  t h e  
l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  o n l y  e i g h t  p e r  
c e n t  o f  t h e  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  P F U  i n  t h e  p e l l e t .  S i n c e  L y s a t e  2  h a d  t h r e e  t i m e s  a s  
m a n y  P F U ,  a s  w e l l  a s  a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  t i m e s  a s  m u c h  
e n z y m a t i c  a c t i v i t y ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  p r e s e n c e  
o f  i n c r e a s e d  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  P F U  w a s  
e l i m i n a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  • .  
R e c o v e r y  o f  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  9 0 .  p e r  c e n t  f o r  
L y s a t e  1  a n d  8 8  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  2 .  T h e  e n z y m e  w a s  
p u r i f i e d  1 . 2  f o l d  f o r  L y s a t e  1  a n d  1 . )  f o l d  f o r  L y s a t e  2  
o v e r  t h e  o r i g i n a l  l y s a t e ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  r a t i o s .  T h i s  s t e p  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  
e n z y m e  r e c o v e r y .  
I n  o r d e r  t o  s e e  h o w  m a n y  c o n t a m i n a · t i n g  p r o t e i n s  w e r e  
s t i l l  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  e n z y m e ,  a  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  d o n e  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s  o n  t h e  u l t r a c e n t r i : t u g e d  s u p e r n a t a n t s  o f  L y s a t e  1  
a n d  L y s a t e  2 .  T w o  g e l s  w e r e  m a d e  o f  e a c h  l y s a t e  s o  t h a t  
o n e  c o u l d  b e  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n  b a n d s  a n d  o n e  g e l ,  l e f t  
•  
u n s t a i n e d ,  c o u l d  b e  a s s a y e d  f o r  l y e o z y m e  a c t i v i t y .  T h e  
r e s u l t s  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i a · • h o w e d  t h a t  " t h e r e  w e r e  
m o r e  t h a n  t e n  b a n d s  o · f  p r o t e i n  a n d  . e a c h  1 1 s a t e  s h o w e d  
2 6  
s i m i l a r  p r o t e i n  b a n d  p a t t e r n s .  
I n  o r d e r  t o  l o c a t e  t h e  p r o t e i n  w i t h  l y s o z y m e  a c t i v i t y ,  
t h e  u n s t a i n e d  g e l  o f  e a c h  l y s a t e  w a s  c u t  i n t o  t w o  m m  p l u g s  
a n d  a n  a s s a y  w a s  d o n e  o n  e a c h  p l u g  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  
a n d  M e t h o d s  u s i n g  a s s a y  m e t h o d  2 .  A s  s h o w n  i n  F . i g u r e  5 ,  a  
d r o p  i n  a d s o r b a n c e  o c c u r r e d  a t  2 8  m m  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  
s i n g l e  p r o t e i n  b a n d  a s s o c i a t e d  w i t h  l y s o z y m e  a c t i v i t y ,  w i t h  
a  R f  v a l u e  o f  0 . 6 0 6 ,  R f  r e p r e s e n t s  t h e  r a t i o  o f  t h e  
d i s t a n c e  t h e  p r o t e i n  m i g r a t e d  i n  t h e  r e s o l v i n g  g e l  o v e r  
t h e  d i s t a n c e  m i g r a t e d  b y  t h e  b u f f e r  d y e  f r o n t  i n  t h e  s a m e  
r e s o l v i n g  g e l .  
A m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  
m e t h o d  o f  s e p a r a t i n g  p r o t e i n s  o f  d i f f e r e n t  c o m p o s i t i o n s .  
T h i s  p r o c e d u r e  w o r k s  b e c a u s e  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  a r e  
p r e c i p i t a t e d  o u t  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s a l t .  
I n  g e n e r a l ,  a s  t h e  a m m o n i u m  s u l f a t e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  
i n c r e a s e d ,  p r o t e i n s  t e n d  t o  b e c o m e  l e s s ·  s o l u b l e  a n d  c o m e  
o u t  o f  t h e  s o l u t i o n .  
S a m p l e s  o f  L y s a t e  1  w e r e  p r e c i p i t a t e d  b y  v a r i o u s  
s t r e n g t h s  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e  ( f r o m  1 0  t o  8 0  p e r  c e n t )  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  p r e c i p i t a t e d  ' o u t  t h e  m o s t  e n z y m e  
w a s  u s e d  t o  t r e a t  t h e  r e m a i n i n g  l y s a t e .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  
6 ,  7 0  p e r  c e n t  s a t u r a t e d  s o l u t i o n s  o f  t h i s  sal~ p r e c i p i t a t e d  
m o s t  o f  t h e  e n z y m e .  T h u s ,  s a m p l e s  o f  b o t h  L y s a t e  1  a n d  
2  w e r e  c o n c e n t r a t e d  w i t h  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  a m m o n i u m  
s u l f a t e  s a l t .  
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2 7  .  
F i g u r e  5 ,  C o m p a r i s o n  o f  l y s o z y m e  a c t i v i t y  a n d  p r o t e i n  
b a n d s .  E a c h  f i g u r e  i s  a  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  
v e r s u s  m i l l i m e t e r s  f r o m  t h e  g e l  o r i g i n .  T h e  t o p  
f i g u r e  i s  o f  L y s a t e  1 ,  a n d  t h e  b o t t o m  i s  o f  L y s a t e  2 .  
A  d r o p  i n  a b s o r b a n c e  ( A )  i n d i c a t e s  t h e  s u b s t r a t e  
h a s  b e e n  a c t e d  u p o n  b y  t h e  p r o t e i n  b a n d  s e e n  a t  2 8  m m  
i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  d i s c .  T h e  t r a c k i n g  d y e  i s  B .  
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P e r c e n t a g e  ( N H 4 ) 2 S 0 4  p e r  o n e  m l  
Fi~e 6 .  P e r c e n t a g e  A m m o n i u m  s u l f a t e  v e r s u s  e n z y m e  
a c t i v i t y  i n  p r e c i p i t a t e / e n z y m e  i n p u t .  I n  e i g h t  
a l i q u o t s  o f  L y s a t e  1  a m m o n i u m  s u l f a t e  w a s  a d d e d  t o  
m a k e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  . 1 0 - 8 0  p e r  c e n t .  T h e  s u p e r -
n a t a n t  a n d  p r e c i p i t a t e  o f  t h e  s p u n  a m m o n i u m  sul~ate 
t r e a t e d  l y s a t e  w e r e  t e s t e d  f o r  l y s o z y m e  a c t i v i t y  
b y  a s s a y  m e t h o d  2 .  
2 8  
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R e c o v e r y  o f  l y s o z y m e  a c t i v i t y  f o r  L y s a t e  1  w a s  8 2  
p e r  c e n t  a n d  B J  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  2 .  T h e  e n z y m e  w a s  
p u r i f i e d  J . O  f o l d  f o r  L y s a t e  1  a n d  2 . 2  f o l d  f o r  L y s a t e  
2  • .  N o  P F U  w e r e  d e t e c t e d  i n  t h e  p r e c i p i t a t e .  
2 9  
A m m o n i u m  s u l f a t e  w a s  r e m o v e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  0 . 1  
M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  a t  s
0
c  f o r  2 4  h o u r s  s o  t h e  s a l t  
w o u l d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h ·  t h e  r e m a i n i n g  p u r i f i c a t i o n  s t e p s .  
A f t e r  d i a l y s i s ,  t h e  e n z y m e ,  a l o n g  w i t h  a n  a v e r a g e  
o f  4 2  p e r  c e n t  o f  n o n - a c t i v e  p r o t e i n s  w a s  f o u n d  i n s i d e  
t h e  d i a l y s i s  t u b i n g  a n d  t h e  a m m o n i u m  s u l f a t e  w a s  f o u n d  
o u t s i d e  t h e  t u b i n g  i n  t h e  d i a l y s a t e .  E n z y m e  a c t i v i t y  w a s  
d e t e c t e d  b y  a s s a y  m e t h o d  2 ;  p r o t e i n  . w a s  d e t e r m i n e d  b y  
a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  r u n ,  a l o n g  w i t h  a  L o w r y  d e t e r m i n a t i o n ;  
a n d  a m m o n i u m  s u l f a t e  p r e s e n c e  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  N e s s l e r • s  
r e a g e n t  w h i c h  t u r n s  y e l l o w  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a m m o n i u m  i o n s .  
A f t e r  d i a l y s i s ,  t h e r e  w a s  a  l y s o z y m e  r e c o v e r y  o f  
5 9  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  1  a n d  5 6  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  2 .  
T h e  e n z y m e  w a s  p u r i f i e d  4 . 4  f o l d  f o r  L y s a t e  1  a n d  2 . 4  f o l d
f o r  L y s a t e  2 .  
G e l  f i l t r a t i o n  t h ! o u g h  a  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n  w a s  
u s e d  a s  ~ m e a n s  o f  p u r i f i c a t i o n  b e c a u s e  t h i s  p r o c e s s  c a n  
b e  u s e d  t o  s e p a r a t e  m a t e r i a l s  a c c o r d i n g  t o  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  a n d  s i z e  w i t h o u t  i n a c t i v a t i n g  t h e  p r o t e i n s .  A  
s a m p l e  o f  d i a l y z e d  a m m o n i u m  s u l f a t e  t r e a t e d  l y s a t e  w a s  
i n t r o d u c e d  t o  t h e  t o p  o f  a  c o l u m n  o f  t h e  p o r o u s  g e l  b e a d s .  
T h e  l a r g e r  m o l e c u l e s  w e r e  p r e v e n t e d ,  b e c a u s e  o f  t h e i r  
b u l k ,  f r o m  e n t e r i n g  t h e  p o r e s  o f  t h e  g e l  b e a d s  a n d  p a s s e d  
u n h i n d e r e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  a n d  a r r i v e d  a t  t h e  b o t t o m  
b e f o r e  t h e  s m a l l e r - p r o t e i n s .  T h e  s m a l l e r  p r o t e i n s  
3 0  
e n t e r e d  t h e  p o r e s  a n d  t h u s  i t  t o o k  t h e  p r o t e i n s  l o n g e r  t o  
p a s s  t h r o u g h  a l l  t h e  p o r e s  i n  t h e  g e l  b e a d s  b e f o r e  l e a v i n g  
t h e  c o l u m n .  B y  a s s a y i n g  f o r  b o t h  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  
a n d  l y s o z y m e  a c t i v i t y ,  i t  w a s  p o s s . i b l e  t o  s e p a r a t e  o u t  
t h e  p r o t e i n  p e a k  t h a t  c o n t a i n e d  t h e  p h a g e  7 v  e n z y m e - .  
P r e l i m i n a r y  w o r l {  s h o w e d .  t h e  S e p h a d e x  G - 1 5 0  g e l  s i z e  g a v e  
t h e  b e s t  r e s o l u t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  p r o t e i n  p e a k s ,  C o l u m n s  
o f  G - 1 5 ,  G - 2 5  a n d  G - 1 0 0  r e s u l t e d  i n  a  s i n g l e  b r o a d  b a n d  w i t h  
l i t t l e  s e p a r a t i o n  b e t w e e n  t h e  d i f f e r i n g  p r o t e i n s .  
B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  w a s  u s e d  a s  t h e  v i s i b l e  m a r k e r  o f  
t h e  v o i d  v o l u m e  a n d  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  t h i s  d y e ,  2  x  1 0 6  d a l t o n s ,  t h e  d y e  w a s  c o m p l e t e l y  
e x c l u d e d  f r o m  t h e  g e l  p o r e s  a n d  p a s s e d  U n h i n d e r e d  t h r o u g h  
t h e  c o l u m n .  T h e  v o i d  v o l u m e  £ o r  a l l  f i l t r a t i o n s  t h r o u g h  
S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n s  r e m a i n e d  a t  a  c o n s t a n t  6 0  m l .  A n y  
p r o t e i n  s u f f i c i e n t l y  s m a l l  t o  e n t e r  t h e  p o r e s  o f  t h e  b e a d s  
w o u l d  r e q u i r e  m o r e  t h a n  6 0  m l  a n d  t h e  e x i t  o f  t h e  s m a l l  
p r o t e i n s  w o u l d  b e  d e t e r m i n e d  b y  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  
T h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  e l u t i o n  o f  p r o t e i n s  a r e  d e f i n e d  b y  
V e / V o ,  · V ! h i c h  i s  t h e  e l u t i o n  v o l u m e  o f  t h e  p r o t e i n  o v e r  
t h e  v o i d  v o l u m e .  E a c h  p r o t e i n  h a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  V e / V o .  
T h e  c o l u m n s  w e r e  e l u t e d  w i t h  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  
p H  7 . 0 .  a n d  1 . 7  m l  f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  
i  
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c o l u m n  w e r e  c o l l e c t e d .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  e a c h  f r a c t i o n  
-
w a s  r e a d  a t  e i t h e r  6 0 0  n m  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  B l u e  
d e x t r a n  t r a c e r  d y e  o r  a t  2 8 0  n m  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n .  
E a c h  c o n s e c u t i v e  s e t  o f  t h r e e  f r a c t i o n s  w e r e  t h e n  p o o l e d  
a n d  t e s t e d  f o r  l y s o z y m e  a c t i v i t y  b y  a s s a y  m e t h o d  2  a n d  
t e s t e d  f o r  p r o t e i n  b y  t h e  L o w r y  m e t h o d .  
A s  s e e n  i n  F i g u r e  7 ,  f o r  L y s a t e  1 ,  t h e r e  w e r e  t h r e e  
a b s o r b a n c e  p e a k s  a n d  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  b e  
c o n f i n e d  t o  t h e  m i d d l e  p e a k .  L y s a t e  2  w a s  a l s o  f r a c t i o n -
a t e d  b y  t h e  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n  a n d  s h o w e d  s i m i l a r  
r e s u l t s ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  8 ,  e x c e p t  t h e  a b s o r b a n c e  p e a k s  
w e r e  t h r e e  t i m e s  a s  g r e a t  a s  L y s a t e  1 ,  a s  e x p e c t e d .  
L y s o z y m e  r e c o v e r y  f o r  L y s a t e  1  w a s  2 6 . L J .  p e r  c e n t  
a n d  f o r  L y s a t e  2  w a s  2 8 . 4  p e r  c e n t .  i ' h e  · e n z y m e  w a s  p · u r i f i e d  
2 . 4  f o l d  f o r  1 y s a t e  1  a n d  2 . 1  f o l d  f o r  L y s a t e  2 .  
T h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  b y  o n e  g e l  f i l t r a t i o n  
d i d  n o t  r e s u l t  i n  t h e  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  
a n d  t h e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  I n  o r d e r  t o  i s o l a t e  t h e  
e n z y m e  i n  o n e  p e a k  f r e e  f r o m  o t h e r  p r o t e i n s ,  a  seco~d 
f i l t r a t i o n  u s i n g  S e p h a d e x  G - 1 5 0  w a s  d o n e .  F i v e  m l  s a m p l e s  
o f  d i a l y z e d  a m m o n i u m  s u l f a t e  t r e a t e d  l y s a t e s  w e r e  f r a c t i o n -
a t e d  t h r o u g h  a  S e p h a d e x  G - 1 . 5 0  c o l u m n .  P r o t e i n  p e a k s  a n d  
v o i d  v o l u m e  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  n m  a n d  
6 0 0  n m ,  r e s · , P e c t i v e l y .  ' r h e  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  
· e a r l i e r  t o  b e  i n  t h e  m i d d l e  p e a k  o f  · p r o t e i n ,  s o  t h e s e  
f r a c t i o n s  u n d e r  t h e  m i d d l e  p e a k  w e r e  p o o l e d  a n d  f r a c t i o n a t e d  
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T u b e  n u m b e r  
F i g u r e  z .  F i r s t  g e l  f i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  1 .  
S y m b o l s :  (  •  )  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  6 0 0  n m J  (  o  )  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  2 8 0  r u n ;  ( • )  l y s o z y m e  
a c t i v i t y .  P e a k  A  w a s  t h e  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  t r a c e r  
d y e .  T h e  v o i d  v o l u m e  w a s  6 0 . 0  m l .  P e a k  C  w a s  m a x -
i m a l  a t  1 3 4  m l  a n d  t h e  V e / V o  e q u a l e d  2 . 2 3 .  E a c h  
t u b e  c o n t a i n e d  1 . 7  m l .  O n l y  p e a k  C  s h o w e d  a n y  l y s o •  
z y m e  a c t i v i t y .  P e a k s  B  a n d  D  a r e  c o n t a m i n a t i n g  
p r o t e i n s .  
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T u b e  n u m b e r  
F i g u r e  8 .  F i r s t  g e l  f i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  2 .  
S y m b o l s :  (  •  )  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  6 0 0  n m ;  (  o  )  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  2 8 0  n m \  (  •  )  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  
p e a k  A  w a s  t h e  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  t r a c e r  d y e .  T h e  v o i d  
v o l u m e  w a s  6 0 . 0  m l .  P e a k  C  w a s  m a x i m a l  a t  1 3 4  m l  a n d  
t h e  V e / V o  e q u a l e d  2 , 2 3 .  E a c h  t u b e  c o n t a i n e d  1 . 7  m l .  
O n l y  p e a k  C  s h o w e d  a n y  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  P e a k s  B  a n d  
D  a r e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .  
.  3 4 '  
a g a i n  o n  a  S c p h a d c x  G - 1 5 0  c o l u m n .  T h e  f r a c t i o n a t i o n  o f  . .  
t h e  p o o l e d  a c t i v e  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  f i r s t  S e p h a d e x  G - 1 5 0  
c o l u m n  w a s  c a l l e d  t h e  s e c o n d  g e l  f i l t r a t i o n .  T h e  r e s u l t s  
o f  t h e  s e c o n d  f r a c t i o n a t i o n  t h r o u g h  t h e  S e p h a d e x  G - 1 5 0  
a r e  s e e n  i n  F i g u r e  9  f o r  L y s a t e  1  a n d  F i g u r e  1 0  f o r  L y s a t e  
2 ,  T h e r e  w a s  o n e  m a j o r  p e a k  o f  a b s o r b a n c e  w i t h  l y s o z y m e  
a c t i v i t y  a n d  a  s m a l l  p e a k  o f  n o n - a c t i v e  p r o t e i n  c o n t a m -
i n a n t s .  
T h e  f i n a l  p r o d u c t  w a s  t h e  t h r e e  p o o l e d  f r a c t i o n s  
u n d e r  t h e  a c t i v e  p e a k  a n d  h a d  a n  a c t i v i t y  o f  5 . 2  u n i t s / m l  
f o r  L y s a t e  1  · a n d  1 6 . 1  u n i t s / m l  f o r  L y s a t e  2 .  T h e  f i n a l  
r e c o v e r y .  o f  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  1 1  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  1  
a n d  1 2  p e r  c e n t  f o r  L y s a t e  2 .  T h e  e n z y m e  w a s  p u r i f i e d  
7 , 5  f o l d  f o r  L y s a t e  1  a n d  7 . 7  f o l d  f o r  L y s a t e  2 .  T h e  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  p o o l e d  f r a c t i o n s  w a s  J O  f o r  L y s a t e  
1  a n d .  1 0 8  f o r  L y s a t e  2 .  
S i n c e  S e p h a d e x  g e l  f i l t r a t i o n  m a y  r e s u l t  i n  a  g i v e n  
f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  w i t h  i d e n t i c a l  
m o l e c u l a r  s i z e ,  a  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  
d o n e .  E l e c t r o p h o r e s i s  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  s e p a r a t i n g  
p r o t e i n s  a c c o r d i n g  t o  n o t  o n l y  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  b u t  
a l s o  b y  t h e  c h a r g e  o n  t h e  p r o t e i n .  ·  E l e c t r o p p o r e s i s  
o f f e r e d  a n  a d d i t i o n a l  m e t h o d  o f  p r o v i n g  t h a t  t h e  o n e  
p e a k  o b t a i n e d  b y  t h e  s e c o n d  g e l  filtratio~ c o n t a i n e d  
o n e  p r o t e i n  a n d  n o t  s e v e r a l  s i m i l a r  p r o t e i n s  o f  i d e n t i c a l  
m o l e c u l a r  w e i g h t s .  A  s a m p l e  o f  d i a l y z e d  L y s a t e  2  w a s  
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T u b e  n u m b e r  
F i g u r e  9 .  S e c o n d  g e l  f i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  1 .  
S y m b o l s :  (  •  )  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  6 0 0  n m •  (  o  )  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  2 8 0  n m ;  (  o  )  l y s o z y m e  a c t i -
v i t y .  P e a k  A  w a s  t h e  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  t r a c e r  d y e .  
T h e  v o i d  v o l u m e  w a s  6 0 . 0  m l .  P e a k  B  w a s  m a x i m a l  a t  
1 3 4  m l  a n d  t h e  V e / V o  e q u a l e d  2 . 2 3 .  E a c h  t u b e  c o n t a i n -
e d  1 .  7  m l .  O n l y  p e a k  B  s h o w e d  a n y  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  
P e a k  C  w a s  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n .  
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T u b e  n u m b e r  
F i g u r e  1 0 .  S e c o n d  g e l  f i l t r a t i o n  o f  L y s a t e  2 .  
S y m b o l s :  (  •  )  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  6 0 0  n m ;  (  o  )  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d  a t  2 8 0  r u n ;  (  •  )  l y s o z y m e  a c t i -
v i t y .  P e a k  A  w a s  t h e  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  t r a c e r  d y e .  
T h e  v o i d  v o l u m e  w a s  6 0 . 0  m l .  P e a k  B  w a s  m a x i m a l  a t  
1 3 4  m l  a n d  t h e  V e / V o  e q u a l e d  2 . 2 3 .  E a c h  t u b e  
c o n t a i n e d  1 . 7  m l .  O n l y  p e a k  B  s h o w e d  a n y  l y s o z y m e  
a c t i v i t y .  P e a k  C  w a s  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n .  
! '  
I  
;  . .  
f r a c t i o n a t e d  t w i c e  i n  S e p h a d e x  G - 1 5 0  f o l l o w i n g  t h e  
p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  w i t h  o n e  
e x c e p t i o n .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  n o t  p o o l e d  i n  t h r e e s  a f t e r  
t h e  s e c o n d  g e l  f i l t r a t i o n ,  b u t  l e f t  i n  1 . 7  m l  f r a c t i o n s ,  
a s s a y e d  s e p a r a t e l y ,  a n d  t h e n  p o o l e d  b y  t h r e e s  a n d  
a s s a y e d  a g a i n  a s  p o o l e d  f r a c t i o n s .  A b s o r b a n c e  a t  6 0 0  n m  
a n d  2 8 0  n m  w e r e  r e a d  f o r  e a c h  f r a c t i o n ,  p r o t e i n  w a s  a l s o  
d e t e r m i n e d  b y  t h e  L o w r y  m e t h o d ,  a n d  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  
d e t e c t e d  b y  a s s a y  m e t h o d  2 .  T h e  s i n g l e  f r a c t i o n  w h i c h  
3 7  
h a d  t h e  h i g h e s t  a b s o r b a n c e  r e a d i n g · o f  t h e  u n p o o l e d  f r a c t i o n s  
i n  t h e  a c t i v e  p e a k  w a s  a d d e d  t o  0 . 4  m l  o f  B r o m o p h e n o l  b l u e  
a n d  4 0  p e r  c e n t  s u c r o s e .  T w o  m l  s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  
t o  t w o  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  d o n e  
f o l l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  O n e  g e l  
w a s  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n  a n d  o n e  g e l  w a s  s l i c e d  a n d  a s s a y e d ·  
f o r  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  T h e  r e s u l t  o f  t h e  p o l y a c r y l a m i d e  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  t h e  u n p o o l e d  f r a c t i o n  o f  h i g h e s t  
a c t i v i t y  a n d  a b s o r b a n c e  w a s  o n e  b a n d  o f  p r o t e i n  w i t h  a n  R f  
v a l u e  o f  0 . 6 0 6 .  L y s o z y m e  a c t i v i t y  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
u n s t a i n e d  g e l  w a s  d e t e c t e d  b y  a~saying t h e  g e l  p l u g  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p r o t e i n  b a n d .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  
o f  t h e  f r a c t i o n  o f  h i g h . e s t  a b s o r b a n c e  w a s  2 8 6 . S .  T h i s  
f i n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  n o t  d o n e  w i t h  L y s a t e  1 ,  a s  n o n e  
w a s  a v a i l a b l e .  
S p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  i n d i c a t i v e  o n  t h e  d e g r e e  o f  
e n z y m e  p u r i t y .  I f  t h e  e n z y m e  p e a k s  i n  F i g u r e s  9  a n d  1 0  
a r e  p u r e  t h e n  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  u n d e r  t h e  s a m e  p e a k  
s h o u l d  h a v e  t h e  s a m e  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  I f  t h e  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  t h e  s a m e  p e a k  v a r i e s ,  t h e n  t h i s  
i n d i c a t e s  t h e  e n z y m e  i s  n o t  c o m p l e t e l y  p u r e .  
3 8  
T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  S e p h a d e x  G - 1 5 0  f i l t r a -
t i o n  p e a k s  o f  L y s a t e .  1  a n d  2  w e r e  c o m p u t e d  a r t d  c o m p a r e d .  
A s  s e e n  f r o m  T a b l e  I I I ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  
f r a c t i o n s  u n d e r  t h e  s a m e  p e a k  o f  L y s a t e  1  a n d  2  d i f f e r .  
L y s a t e  1  h a s  m o r e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n  o r  d e n a t u r e d  
n o n - a c t i v e  e n z y m e  s i n c e  t h a t  f r a c t i o n ' s  r a t i o  i s  l e s s  
t h a n  h a l f  t h a n  L y s a t e  2 ' s  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s .  T h e  s o u r c e  
o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n  i n  L y s a t e  1  w a s  u n d e t e r m i n e d .  
L y s a t e  2  a l s o  s h o w e d  v a r i e d  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  f r o m  
v a r i o u s  f r a c t i o n s  u n d e r  t h e  a c t i v e  p e a k .  A l t h o u g h  t h . e  
r e s u l t  o f  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  s i n g l e  f r a c t i o n  
o f  h i g h e s t  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  r u n  s h o w e d  o n e  b a n d ,  t h e  
c o m p a r i s o n  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  
u n d e r  t h e  a c t i v e  p e a k  v a r i e s ,  s h o w i n g  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  
d i d  n o t  r e s o l v e  t h e  l y s o z y m e  f r o m  t h e  c o n t a m i n a n t s .  
A  s u m m a r y  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  a n d  t h e  
r e s u l t a n t  a c t i v i t i e s  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  a r e  g i v e n  i n  
T a b l e  I V  • .  
C h a r a c t e r i z a t i o n  O f  T h e  E n z y m e  
H e a t  I n a c t i v a t i o n . .  A l l  e n z y m e s  a r e  susceptib~e t o  
h e a t  d e n a t u r a t i o n ,  b u t  t h e  r a n g e  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  h a s  
b e e n  o b s e r v e d  t o  v a r y  w i t h  t h e  e n z y m e .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  
3 9  
T A B L E  I I I  
S P E C I F I C  A C T I V I T I E S  O F  L Y S A T E  1  A N D  2  
F R A C T I O N  
H I G H E S T  F R A C T I O N  F R A C T I O N  P O O L E D  d  
P E A K a  B E F O R E b  A F T E R c  F R A C T I O N  
S e c o n d  G e l  F i l t r a t i o n  
o f  L y s a t e  1  
1 J J . J  
S e c o n d  G e l  F i l t r a t i o n  
2 8
6  
0  
o f  L y s a t e  2  •  
G e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  o f  
S e c o n d  G e l  F i l t r a t i o n  2 8 6 . S  
o f  L y s a t e  2  
7 5 . 0  
1 4 9 . 0  
1 4 7 . 0  
\  
3 0 . 0  
3 0 . 6  
6 4 . S  
1 0 8 . 0  
6 6 . 7  
_ _ _  e  
a T h e  p e a k  r e f e r r e d  t o  i s  t h e  p e a k  w h i c h  h i g h  p r o t e i n  
a n d  l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d .  R e f e r  t o  P e a k  B  i n  
F i g u r e s  9  a n d  1 0 .  
b~he f r a c t i o n  b e f o r e  t h e  h i g h e s t  p e a k .  
c T h e  f r a c t i o n  a f t e r  t h e  h i g h e s t  p e a k .  
d p o o l e d  f r a c t i o n . c o n s i s t s  o f  t h e  h i g h e s t  p e a k  
f r a c t i o n s ,  a n d  t h e  f r a c t i o n s  b e f o r e  a n d  a f t e r .  
e T h e s e  ~ractions w e r e  n o t  p o o l e d . ·  
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0 
1 1 ,  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  i n a c t i v a t i o n  b e g a n  a t  4 o
0
c ,  r e a c h e d  
5 0  p e r  c e n t  a t  5 3 ° c  a n d  1 0 0  p e r  c e n t  a t  t e m p e r a t u r e s  o f  
7 5 o c  a n d  h i g h e r .  
P H  O p t i m u m .  T h e  p u r i f i e d  e~zyme w a s  t e s t e d  a g a i n s t  
v a r i o u s  p H  v a l u e s  t o  d e t e r m i n e  i t s  p H  o p t i m u m .  ·  T h e  p H  
o p t i m u m  w a s  d e t e r m i n e d  b y  o b s e r v i n g  a t  w h i c h  p H  t h e . 7 v  
l y s o z y m e  e x h i b i t e d  t h e  g r e a t e s t  a c t i v i t y  w h e n  a l l  o t h e r  
c o n d i t i o n s  w e r e  h e l d  c o n s t a n t  e x c e p t  · - t h e .  p H  v a l u e .  A s  
~een i n  F i g u r e  1 2 ,  t h e  p H  o p t i m u m  f o r  p h a g e  ? v  l y s o z y m e  
a c t i v i t y  w a s  7 , 0 .  
4 1  
M o l e c u l a r .  · W e i g h t  D e t e r m i n a t i o n .  T h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  m e t h o d  
d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  i n  w h i c h  t h e  e l u t i o n  
r a t e  o f  a  p r o t e i n  f r o m  a  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n  i s  d e p e n d e n t  
u p o n  t h e  · m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  S e p h a d e x .  
g e l  f i l t r a t i o n  ~lution v o l u m e / v o i d  v o l u m e  o f  e a c h  o f  t h e  
s t a n d a r d  p r o t e i n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  v .  T h e s e  V e / V o  
w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
e a c h  o f  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n s ,  a n d  t h e  r e s u l t  w a s  a  
s t a n d a r d  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u r v e .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  1 . 3 ,  
t h e  s t a n d a r d  c u r v e  i s  a  s t r a i g h t  l i n e  w h i c h  s h o w s  t h a t  t h e  
r a t e  o f  e l u t i o n  w a s  d i r e c t l y  p o r p o r t i o n a l  t o  t h e  l o g  o f  t h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  p h a g e  ? v  l y s o z y m e  f r o m  t h e  p o o l e q  
a c t i v e  f r a c t i o n s  o f  g e l  f r a c t i o n a t i o n  o f  L y s a t e  2  w a s  p u t  
t h r o u g h  t h e  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n  a n d  t h e  V e / V o  w a s  n o t e d .  
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h . e  u n k n o w n  l y s o z y m e  w a s  d e t e r m i n e d  
1 0 0  
~ 
8 0  
+ >  
. . . .  
>  
. . . .  
+ >  
( )  
a s  
. . . . . .  
6 0  
a s  
: : : s  
' C  
9 " ' C  
O >  
C l >  
s . .  
4 0  
+ >  
s : :  
C l >  
( )  
s . . .  
C l >  
2 0  .  
P - 4  
0  
) 0  3 5  4 0  4 5  5 0  5 5  6 0  6 5  7 0  ? 5  
f e m p e r a t u r e  (
0
c )  
F i g u r e  1 1 .  H e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  p h a g e  l y s o z y m e .  
P e r  c e n t  r e s i d u a l  a c t i v i t y  i s  t~e·enzyme a c t i v i t y  
r e m a i n i n g  a f t e r  f i v e  m i n u t e s  e x p o s u r e  t o  t h e  
d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s .  
4 2  
~ 
m  
Q )  
. µ  
a  
e r 4  
s  
. . . . . , ,  
C l >  
s  
e r 4  
E - t  
~ 
L O O O  
0 . 2 0 0  
0 . 1 . 0 0  
0 . 0 6 7  
o . o s o  
0 . 0 4 0  
O . O J J  
0 . 0 2 9  
o . 0 2 s  
0 . 0 2 0  
. . . .  
6 . 0  
6 . S  7 . 0  
7 .  s .  
8 . 0  
p H  
F i g u r e  . .  1 2 .  E n z y m e  a c t i v i t y . v e r s u s  . p H  i n  0 . 1  M  
p h o s p h a t e  b u f f e r s .  
4 3  
4 4  
T A B L E  V  
S T A N D A R D  P R O T E I N  V A L U E S  F O R  
M O L E C U L A R ·  W E I G H T  
D E T E R M I N A T I O N  
P r o t e i n  V e L v o a  
L o g  M W b  
M W  
C y t o c h r o m e  c  
2 . 2 7  4 . 0 9 . 3  
1 2  , 4 0 0  
R i b o n u c l e a s e  
2 . 2 5  
4 . 1 ) 6  
1 3 , 7 0 0  
C h y m o t r y p s i t j o g e n  A  
1 . 8 9  
4 . J 9 8  
2 5 , 0 0 0  
B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n  1 . 4 1  
4 . 8 2 6  
6 7 , 0 0 0  
B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0 .  
1  . •  0 0  
4 . 1 s s  
2 , 0 0 0 , 0 0 0  
a s y m b o [ l  f o r  e l u t i o n  v o l u m e  ( V e )  o v e r  v o i d  v o l u m e  ( V o ) .  
b s y m b o J l  f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( M W ) .  
4 5  
2 . s  
0  
>  
~ 2 .  
>  
1 . s  
4 . 1  4 . 2  
4 . )  4 . 4  4~5 4 . 6  4 . 7  
4 . 8  
L o g  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  
F i f l i r e  1~. S t a n d a r d  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u r v e .  
A~ c y t o c h r o m e  c ,  B  i s  r i b o n u c l e a s e ,  C  i s  p h a g e  
? v  l y s o z y m e ,  D  i s  c h y m o t r y p s i n o g e n  A ,  a n d  E  i s  
b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n .  P h a g e  ? v  l y s o z y m e  i s  p o i n t e d  
o u t  b y  a n  a r r o w .  
f r o m  t h e  g r a p h .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  p h a g e  7 v  
l y s o z y m e  w a s  f o u n d  t o  b e  1 4 , J O O  d a l t o n s .  
C o m p a r i s o n  O f  E n z y m e  8 E e c i f i c i t x .  A n  e x p e r i m e n t  
w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  
a n d  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e ·  ( S i g m a )  h a d  s i m i l a r  
s p e c i f i c i t y  f o r  t h e  s a m e  s u b s t r a t e .  D r i e d  P .  a e r u g i n o s a  
P S - 7  s u b s t r a t e  i n  0 . 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 . 0 ,  w a s  
a d d e d  t o  e a c h  · o f  t w o  c u v e t t e s .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  b e g u n  
b y  a d d i n g  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e  t o  e a c h  c u v e t t e  a n d  
l y s i s  a l l o w e d  t o  o c c u r .  A f t e r  l y s i s ,  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  
w a s  a d d e d  t o  o n e  c u v e t t e  a n d  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e  
w a s  ad~ed t o  t h e  o t h e r  c u v e t t e i  a n d  a n y  f u r t h e r  d e c r e a s e  
i n  o p t i c a l  d e n s i t y ,  i n d i c a t i n g  f u r t h e r  a c t i o n  o n  t h e  
s u b s t r a t e ,  w a s  r e c o r d e d .  
4 6  
A s  s e e n  i n  F i g u r e  1 4 ,  t h e  a d d i t i o n  o f  s t a n d a r d  e . g g  
w h i t e  l y s o z y m e  o r  p h a g e  ? v  l y s o z y m e  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  
r a t e  o f  r e a c t i o n .  I f  t h e  p h a g e  7 v  e n z y m e  a c t e d  o n  a  
d i f f e r e n t  c o m p o n e n t  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l ,  a  d e c r e a s e  
i n  o p t i c a l  d e n s i t y  w o u l d  h a v e  b e e n  e x p e c t e d ,  S i n c e  t h e  
p h a g e  7 v  l y s o z y m e  w a s  a c . t i v e  o n  t h e  s u b s t r a t e  o n l y  b e f o r e ,  
n o t  a f t e r ,  i n c u b a t i o n  w i t h  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e ,  i t  
w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e y  m i g h t  h a v e  s i m i l a r  s p e c i f i c i t i e s .  
T h i s  w a s  n o t  a  d e f i n i t i v e  t e s t  f o r  e n z y m e  s p e c i f i c i t y ,  
t h o u g h ,  b e c a u s e  o p t i c a l  d e n s i t y  ~eadings w e r e  i n f l u e n c e d  
b y  t h e  d e n a t u r e d  p r o t e i n s  a n d  d e b r i s  i n  t h e  s o l u t i o n .  T h e  
e x t e n t  t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  c o n t r i b u t e d  t o w a r d  t h e  f i n a l  
4 7  
2 . 0 T  A  
t  
I : = :  
9  1 . 5  
0  
\ I ' \  
. : : t  
+ : .  
« f  
C l >  1 . 0  
( )  
a  
I  ~ 
B  , t l  
s . .  
I  
0  
m  
. . a  
<  o . s  
) 0  '  
5 0  
.  ? O  
~o 
1 1 0  
1 5 0  
! r i m e  (~utes) 
1 ' i i n J r e  1 4 .  A c t i o n  o f  e g g  w h i t e  a n d  p h a g e  l y s o z y m e s  
o n  t h e  s a m e  s u b s t r a t e  ( l .  a e r : u g i n o s a  o e l l s )  • .  A  i s  t h e  
t i m e  w h e n  s t a n d a r d  e g g  w h 1 t e  l y s o z y m e  w a s  a d d e d  a n d  
B  i s  t h e  t i m e  w h e n  e i t h e r  s t a n d a r d  e $ g  w h i t e  l y s o z y m e  
( o p e n  c i r c l e s )  o r  ?~ p h a g e  l y s o z y m e  ( c l o s e d  c i r c l e s )  
w a s  a c l d e d .  
4 8  
o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d .  W h e n  
t h e  p h a g e  ? v  e n z y m e  o r  s t a n d a r d  e g g  w h i t e  · 1 y s o z y m e  w a s  
a d d e d  a t  t h e  s e c o n d  t i m e ,  t h e r e  m i g h t  h a v e  b e e n  m o r e  c e l l  
l y s i s ,  b u t  t h e  r e s u l t  c o u l d  h a v e  b e e n  m a s k e d  b y  t h e  p r e s e n c e  
o f  p r o t e i n s  a n d  d e b r i s  r e l e a s e d  b y  t h e  p r e v i o u s  c e l l  l y s i s .  
A c t i o n  O n  O t h e r  B a c t e r i a ,  L y s o z y m e ,  i n  n a t u r e ,  h a s  
b e e n  f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e  a g a i n s t  d i f f e r e n t  g e n e r a  · o f  
b a c t e r i a  ( 5 8 ) .  U s i n g  a s s a y  m e t h o d  1 ,  t h e  p a r t i a l l y  
p u r i f i e d  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  w a s  t e s t e d  a g a i n s t  o t h e r  
bacteria~ A s  s h o w n  i n  T a b l e  V I ,  p h a g e  7 v  l y s o z y m e  w a s  
f o u n d  t o  b e  a c t i v e  a g a i n s t  a  w i d e  v a r i e t y  o f  l y o p h i l i z e d  
G r a m  p o s i t i v e  b a c t e r i a  a n d  a c e t o n e - d r i e d  Gr~ n e g a t i v e  
b a c t e r i a .  A c t i v i t y  w a s  c a l c u l a t e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  
a c t i v i t y  o b t a i n e d  w i t h  E •  a e r u g i n o s a  P S - 7  a s  t h e  subst~ate. 
A b i l i t y  O f  N o n i n f e c t i o u s  P h a g e  T o  P r o d u c e  , L Y S O Z y m e .  
A n  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p r e s e n c e  
o f  noninfecti~us p h a g e  w o u l d  c a u s e  ~· a e r u g i n o s a  P S - 7  t o  
p r o d u c e  l y s o z y m e .  ! ! •  a e r u g i n o s a  P S - ?  c e l l s  w e r e  m i x e d  
s e p a r a t e l y  w i t h  ! 1 ' 1  a n d  T 7  p h a g e s ,  w h i c h  d o  n o t  i n f e c t  P S - 7 , .  
· u s i n g  t h e  m e t h o d  f o r  · p r e p a r i n g  c e l l - f r e e  l y s a t e s ,  N o ·  
l y s o z y m e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  c e l l - f r e e  s u p e r n a t a n t s  
b y  a s s a y  m e t h o ( i  2 .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n f e c t i v e  p h a g e  7 v  
w a s  n e c e s s a r y  t o  p r o d u c e  l y s o z y m e .  
T A B L E  V I  
P H A G E  7 V  L Y S O Z Y M E  A C T I O N  A G A I N S T  O T H E R  B A C T E R I A  
B a c t e r i a  
G r a m  n e g a t i v e  
.  ·  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  l e  
P s e u d o m o n a s  d e n i t r i f i c a n s  
E s c h e r i c h i a  ~ D E S  
E n t e r o b a c t e r  a e r o g e n e s  
A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  
S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  
G r a m  p o s i t i v e  
S t a p h y l o c o c c u s  a l b u s  
M i c r o c o c c u s  l u t e a  
B a c i l l u s  s u b t i l i s  
P e r c e n t a g e  A c t i v i t y  
1 0 0  %  
6 0  %  
; . : r %  
J O  "  
2 0  "  
1 7  %  
9  "  
J O  %  
2 3  "  
2 0  %  
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D I S C U S S I O N  A N D  C O M P A R I S O N  
W I T H  O~rlER P A G E  
L Y S O Z Y M E S  
O~ce a  l y t i c  e f f e c t  w a s  n o t i c e d  o n  a g a r  p l a t e s  o f  
·  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7  a n d  i t s  b a c t e r i o p h a g e  7 v ,  a  
m e t h o d  o f  i s o l a t i n g  a n d  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  l y t i c  s u b s t a n c e  
w a s  n e e d e d ,  B y  e x a m i n i n g  pro~edures f o r ·  p u r i · f y i n g  o t h e r  
lysozyme~ f r o m  b a c t e r i a  o t h e r  t h a n  l ·  a e r u g i n o s a ,  a  g e n e r a l  
o u t l i n e  o f  w h a t  w a s  n e e d e d  t o  b e  d o n e  w a s  e s t a b l i s h e d ,  
V a r i o u s  m o d i f i c a t i o n s  u p o n  these~methods w e r e  u s e d  a n d  a  
s i m p l e r  m e t h o d  o f  p u r i f i c a t i o n  w a s  s e t  u p .  
I n  o r d e r  t o  d e t e c t  l y s o z y m e ,  a  s e n s i t i v e  a s s a y  s y s t e m  
w a s  n e c e s s a r y .  " 1 . ' w o  a s s a y  m e t h o d s  f o r  l y s o z y m e  w e r e  f o u n d  
i n  t h e  l i t e r a t u r e  a n d  c o m p a r e d ,  ·~he m o s t  s e n s i t i v e  a s s a y  
m e t h o d  h a d  a  c h o i c e  o f  s u b s t r a t e s s  t h e  s t a n d a r d  s u b s t r a t e ,  
M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s ,  a n d  a  s u b s t r a t e  m a d e  f r o m  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7  c e l l s .  ~he s u b s t r a t e  m a d e  f r o m  
! ·  a e r u g i n o s a ,  t h e  n a t u r a l  h o s t  o f  t h e  b a c t e r i o p h a g e  ? v ,  
w a s  d e g r a d e d  m o r e  ra~~dly a n d  t h e r e f o r e  w a s  u s e d  a s  t h e  
substrat~ f o r  a s s a y  m e t h o d  . .  2 · .  ·  ! r h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  
. .  substra~e m a d e  · f r o m  t h e  n a t i l r a l  ~ost . c e l l  i s  t h e  m o r e  
. s e n s i t i v e  f o r  p p a g e  e n z y m e  d e t e c t i o n  w a s  a l s o  ~oted f o r  T 2  
p h a g e  b y · T s u g i t a  ( 5 7 ) .  
I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  l y s o z y m e  w a s  a  
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r e s u l t  o f  p h a g e  7 v  i n f e c t i o n  o r  i f  t h e  l y s o z y m e  w a s  a n  
e n z y m e  n o r m a l l y  p r o d u c e d  b y  P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  a b s e n c e  
o f  p h a g e  i n f e c t i o n .  T h i s  w a s  c h e c k e d  b y  a s s a y i n g  f o r  
e n z y m a t i c _  a c t i v i t y  w h e n  P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  w a s  g r o w n  i n  
t h e  . a b s e n c e  o f  i n f e c t i v e  p h a g e .  T h e  p r e s e n c e  o f  b a c t e r i o -
p h a g e  w a s  f o u n d  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  f  ·  a e r u g i n o s a  P S - 7  
t o  p r o d u c e  l y s o z y m e .  U n i n f e c t e d  E .  c o l i  c e l l s  a l s o  l a c k  
l y s o z y m e  a c t i v i t y ,  a n d  e x h i b i t  e n z y m e  a c t i v i t y  a f t e r  
i n f e c t i v e  p h a g e  w a s  a d d e d  ( J J ) .  
P .  a e r u g i n o s a  w a s  t h e n  g r o w n  s e p a r a t e l y  w i t h  T l  
p h a g e  a n d  T 7  p h a g e  t o  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
l y s o z y m e  c o u l d  b e  p r o d u c e d  b y  n o n i n f e c t i v e  p h a g e s  w h i c h  
c o u l d  h a v e  a  n o n s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n . w i t h  f ·  a e r u g i n o s a  
P S - 7 .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  p h a g e s  c o u l d  r i o t  i n d u c e  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7  t o  p r o d u c e  l y s o z y u i e  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  i n f e c t i o n .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s p e c i f i c  
i n f e c t i v e  p h a g e , · 7 v ,  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  n e c e s s a r y  t o  
i n d u c e · P .  a e r u g i n o s a  P S - 7  t o  p r o d u c e  l y s o z y m e .  
L y s a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a n d  p h a g e  7 v  w e r e  m a d e  a n d  
c e n t r i f u g e d  a t  l o w  s p e e d .  T h e  c e l l s  a n d  c e l l u l a r  d e b r i s  
w e r e  s p u n  o u t ,  b u t  ~he l y s o z y m e  a n d  t h e  p l a q u e • f o r m i n g  
u n i t s  r e m a i n e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t .  T h i s  r e s u l t  w a s  a l s o  
o b s e r v e d  f o r  E .  c o l i  an~ T 4  ( 5 7 ) .  I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  
p u r f f y  t h e  l y s o z y m e ,  t h e  e n z y m e  a n d  t h e  p h a g e  h a d  t o  b e  
s~pa.rated. H i g h  s p e e d  c~ntrifugation a c h i e v e d  s e p a r a t i o n  
o f  t h e  l y s o z y m e  a n d  t h e  P F U .  T h e  l y s o z y m e  o f  ~· £ 2 . J l .  w a s  
a l s o  o b s e r v e d  t o  b e  s e p a r a t e d  f r o m  T 2  P F U  b y  h i g h  s p e e d  
c e n t r i f u g a t i o n  ( J J ) .  
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A f t e r  t h e  l y s o z y m e  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  w h o l e  v i a b l e  
~ 
b a c t e r i a l  c e l l s  a n d  P F U ,  t h e r e  s t i l l  r e m a i n e d  a m p l e  n o n -
e n z y m a t i c  p r o t e i n s  a n d  m a t e r i a l s  w i t h  t h e  · 1 y s o z y m e  f r a c -
t i o n .  A m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c · i p i  t a  t i . o n  w a s  d o n e  t o  s e p a r a t e  
~he l y s o z y m e  f r o m  t h e s e  c o n t a m i n a n t s .  A  s e v e n t y  p e r  c e n t  
s o l u t i o n  o f  a m m o n i u m  s u l f a t e  b r o u g h t  d o w n  t h e  m o s t  
l y s o z y m e  a n d  t h e  l e a s t  c o n t a m i n a n t s .  A t  e i g h t y  p e r  c e n t  
a m m o n i u m  s u l f a t e  t h e  r e c o v e r y  o f  t h e  e n z y m e  w a s  r e d u c e d  
d u e  t o  a n  i n e x p l i c a b l e  r e a s o n .  P e r h a p s  t h e  h i g h  c o n c e n t r a -
t i o n  o f  t h e  s a l t s  i n v o l v e d  i n h i b i t e d  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  
G e l  f i l t r a t i o n  w a s  u s e d  t o  s e p a r a t e  l y s o z y m e  f r o m  
c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s . .  D i f f e r e n t  s i z e s  o f  p o r o u s  g e l  
b e a d s  w e r e  u s e d  t o  t r y  a n d  h o l d  b a c k  l y s o z y m e  w h i l e  
a l l o w i n g  l a r g e r  p r o t e i n s  t o  e s c a p e  f r o m  t h e  c o l u m n .  A  p r o -
t e i n  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 0 , 0 0 0  d a l t o n s  s h o u l d  h a v e  
b e e n  h e l d  b a c k  b y  a  S e p h a d e x  G - 1 0 0  c o l u m n .  P h a g e  7 v  e n z y m e  
w a s  n o t  h e l d  u p  b y  S e p h a d e x  G - 1 0 0 ,  w h e r e a s  t h e  l y s o z y m e  
w a s  f o u n d  t o  w e i g h  1 4 , J O O  d a l t o n s .  M o l e c u l a r  c o n f i g u r a t i o n  
m a y  h a v e  b e e n  e l o n g a t e d ,  w h i c h  w o u l d  a l l o w  t h e  l y s o z y m e  
t o  s l i p  p a s t  t h e  p o r o u s  b e a d s ,  o r  t h e  p o s i t i v e  c h a r g e  
o n  t h e  b a s i c  l y s o z y m e  c o u l d  h a v e  h a d  s o m e  e f f e c t .  I n ·  
e i t h e r  c a s e ,  a  S e p h a d e x  G - 1 5 0  c o l u m n  a c h i e v e d  b e t t e r  
s e p a r a t i o n  o f  t h e  l y s o z y m e  a n d  c o n t a m i n a n t s .  
T h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  c a n  b e  f o l l o w e d  b y  c o m p a r i n g  
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s p e c i f i c  a c t i v i t i e s ,  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  a n d  f o l d  p u r i f i -
c a t i o n .  A  d r a m a t i c  r i s e  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  s e e n  a f t e r  
I  
a m m o n i u m  s u l f a t e  p r e c i p i a t a t i o n  w i t h  l i t t l e  l o s s  o f  t h e
e n z y m e  s a m p l e .  N e a r l y  h a l f  o f  t h e  e n z y m e  i s  l o s t  a f t e r
d i a l y s i s ,  a l t h o u g h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  d o e s  i n c r e a s e .  
I f  t h e  a m m o n i u m  s u l f a t e  s a l t s  c o u l d  b e  r e m o v e d  o r  i n a c t i -
v a t e d  b y  s o m e  o t h e r  m e t h o d  w h i c h  w o u l d  c o n s e r v e  t h e  e n z y m e  
s a m p l e ,  t h a t  w o u l d  b e  h e l p f u l .  U n f o r t u n a t e l y ,  n o  o t h e r  
m e t h o d  c o u l d  b e  f o u n d .  F e w e r  d i a l y s a t e  c h a n g e s  m i g h t  
p r e s e r v e  s o m e  o f  t h e  e n z y m e  s a m p l e ,  b u t  t h i s  w o u l d  l e a v e  
s o m e  a m m o n i u m  s u l f a t e  s a l t s  i n  t h e  e n z y m e  s a m p l e .  
G e l  f i l t r a t i o n  r e s u l t e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  
f o l d  p u r i f i c a t i o n  a n d  a  d r a m a t i c  r i s e  i n  t h e  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  a s  c o n t a m i n a n t s  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  l y s o z y m e .  
T h e  l o w  e n z y m e  r e c o v e r y  r e f l e c t s  t h e  s m a l l  s a m p l e  s i z e ,  ·  
t h r e e  m l ,  u s e d  f o r  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  p r o c e s s .  O v e r a l l ,  
t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  r e s u l t e d  i n  a  h i g h l y  p u r i f i e d ,  
b u t  n o t  d e f i n i t e l y  p u r e ,  l y s o z y m e  f r o m  c r u d e  l y s a t e s  o f  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P S - 7  a n d  t h e  b a c t e r i o p h a g e  ? v .  
A  d r a w b a c k  w i t h  t h i s  p r o c e d u r e  i s  t h a t  t h e  p u r e  
e n z y m e  i s  i n  a  f r a c t i o n  o f  p r o t e i n  w h i c h  i s  c l o s e l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  · o t h e r  n o n - l y s o z y m e  p r o t e i n s .  T h e s e  
c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  s t a y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l y s o z y m e  
t h r o u g h o u t  a l l  t h e  p u r i f i c a t i o n  s t e p s .  I n  o r d e r  t o  a c h i e v e  
a  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s  t h a t  w o u l d  e n a b l e  a  l a r g e  a m o u n t  
o f  l y s o z y m e  t o  b e  a c c u r a t e l y  p u r i f i e d ,  t h e s e  c o n t a m i n a t i n g  
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p r o t e i n s  w o u l d  h a v e  t o  b e  e l i m i n a t e d .  O n e  m e t h o d  o f  
p u r i f i c a t i o n  t h a t  w a s  n o t  u s e d  i n  t h i S · S t u d y  w a s  c h r o m a t o -
g r a p h i c  s e p a r a t i o n  b y  A m b e r l i t e  c o l u m n s  a s  u s e d  b y  T s u g i t a  
w i t h . E .  c o l i  a n d  T 4  l y s o z y m e  C S ? )  a n d  K a t z  a n d  W e i d e l  w i t h  
E .  £ . 2 . J J .  a n d  T 2  l y s o z y m e  ( J O ) .  C h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  
m a y  n o t  s o l v e  t h e  p r o b l e m  o f  e l i m i n a t i n g  t h e  l y s o z y m e  
a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  b e c a u s e  t h e  c o n t a m i n a n t s  w e r e  n o t  
e v i d e n t  i n  t h e  s t u d i e s  o f  r e s e a r c h e r s  w o r k i n g  w i t h  ~· £ . 2 . 1 !  
a n d  i t s  p h a g e  l y s o z y m e s .  T h e  n o n - l y s o z y m e  p r o t e i n  m a y  
h a v e  b e e n  e l i m i n a t e d  b y  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  u s e d  b y  
E .  c o l i  r e s e a r c h e r s ,  a n d  n o t  b y  p r o c e d u r e s  u s e d  i n  t h i s  
- -
study~ o r ,  t h e s e  c o n t a m i n a n t s  a r e  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  
P s e u d o m o n a s  a e r u s i n o s a  P S - 7  o r  i t s  p h a g e  ? v  a n d  n o t  p r e s e n t  
i n  t h e  ~· £ . 2 . J J .  s y s t e m s .  
A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  l y s o z y m e  i s o l a t e d  f r o m  f  ·  a e r u g i n o s a  
P S - 7  a n d  p h a g e  ? v  w a s  m a d e  a g a i n s t  l y s o z y m e s  i s o l a t e d  f r o m  
o t h e r  c e l l  s y s t e m s .  A s  m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  t h e  ~· a e r u g i n o s a  
l y s o z y m e  a n d  o t h e r  l y s o z y m e s  f r o m  E .  £ 2 . . ! ! .  a n d  T 2  a n d  T 4  
p h a g e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  s a m e  f r a c t i o n s  o f  c o m m o n  p u r i f i -
c a t i o n .  s t e p s  ()J,~7.58). H e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e s  w e r e  
s i m i l a r  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  T 4  l y s o z y m e  ( 5 8 ) .  B o t h  ? v  
l y s o z y m e  a n d  T 2  l y s o z y m e  f a i l e d  t o  a c t  o n  a  s t a n d a r d  
l y s o z y m e  s u b s t r a t e ·  w h e n  t h e  . s u b s t r a t e  w a s  p r e - i n c u b a t e d  
w i t h  e g g  w h i t e  l y s o z y t i l e  ( ) ) ) .  
L y s o z y m e s  f r o m  cell-bacter~ophage s y s t e m s  a n d  l y s o z y t l l e s  
f r o m  s o u r c e s  o t h e r  t h a n  b a c t e x - i a  o r  b a c t e r i o p h a g e s  w e r e  
 
5 5  
c o m p a r e d  t o  p h a g e  ? v  l y s o z y m e .  T h e  p H  o p t i m u m  o f  p h a g e  
? v  l y s o z y m e  w a s  7 . 0 ,  w h i c h  f a l l s  i n  t h e  s c o p e  o f  o t h e r  
p H  o p t i m a  o f  l y s o z y m e s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s .  T h e  p H  
o p t i m a  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  V I  a n d  t h e y  r a n g e  f r o m  p H  ) . 5 -
7 .  9 .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  p h a g e  ? v  l y s o z y m e  w a s  
d e t e r m i n e d  t o  b e  1 4 , J O O  d a l t o n s .  T h i s  v a l u e  i s  i n  t h e  
r a n g e  o f  o t h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t s ,  a s  s e e n  i n  T a b l e  V I I .  
T h e  r a n g e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  g o e s  f r o m  1 J , 9 J O  d a l t o n s  
f o r  e g g  w h i t e  l y s o z y m e  ( J 2 )  t o  2 4 , 0 0 0  d a l t o n s  f o r  p a p a y a -
l a t e x  l y s o z y m e  ( 4 5 ) .  
S e v e r a l  a v e n u e s  o f  r e s e a r c h  a r e  s u g g e s t e d  t o  f u r t h e r  
t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  p h a g e  l y s o z y m e s .  A  b a c t e r i o p h a g e  
f o r  a  b a c t e r i u m  o t h e r  t h a n  E s c h e r i c h i a  £ . i l l .  h a s  b e e n  
f o u n d  t o  p r o d u c e  l y s o z y m e ,  s o  b t h e r  b a c t e r i a  a n d  t h e i r  
p h a g e  c o u l d  b e  c h e c k e d  f o r  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  T h e  a m i n o  
a c i d  s e q u e n c e  o f  t h i s  p h a g e  l y s o z y m e  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d  
a n d  c o m p a r e d  t o  o t h e r  p h a g e  l y s o z y m e s  t o  c h e c k  t h e  
d e g r e e  o f  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  l y s o z y m e s  · f r o m  differe~t 
s o u r c e s .  I m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  c o u l d  b e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
t h e  d e g r e e  o f  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  l y s o z y m e s  f r o m  d i f f e r e n t  
s o u r c e s .  I m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  c o u l d  b e  u s e d  . t o  d e t e r m i n e  
t h e  s i m i l a r i t y  w i t h  o t h e r  p h a g e  l y s o z y m e s  a n d  a l s o  t h e  
t i m e  o f  ly~ozyme s y n t h e s i s  i n  t h e  p r o c e s s  o f  b a c t e r i o p h a g e  
i n f e c t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  • .  A m i n o  a c i d . c o m p a r i s o n s  
b e t w e e n  t h e  p h a g e  t a i l  l y s o z y m e  a n d  t h e  l y t i c  l y s o z y m e  
c o u l d  t e l l  i f  t h e  t w o  l y s o z y m e s  w e r e  i d e n t i c a l .  O n c e  t h e  
b a c t e r i o p h a g e - E , .  a e r u g i n o s a  s y s t e m  h a s  b e e n  f u l l y  
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T A B L E  V I I  
P H  o P r I M A  F O R  D I F F E R E N T  L Y S O Z Y M E S  
: : ; o u r c e  
p H  O p t i m u m  
R e f e r e n c e  
~· c o l i  T 2  
6 . 5  
T s u g i  t a  (  5 4  )  
E .  c o l i  Tl~ 
7 . 3  
T s u g i t a  ( 5 4 )  
- - -
E .  c o l i  T 6 r  
7 . 3  
B r o w n  ( 7 )  
G o o s e  E g g  W h i t e  
J . 5  
o s s e r m a n n  ( 4 0 )  
G v i n e a  H e n  E g g  
W h i t e  
7 . 9  
O s s e r m a n n  ( 4 0 )  
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T A B L E  V I I I  
M O L E C U L A R  W E I G H T  V A L U E S  O F  LYSOZYi{iE~ 
S o u r c e  
M W  a  
R e f e r e n c e  
Egr~-white 
1~,9JO 
L e h n i n g e r  ( , 2 )  
1  , o o o  
S a l t o n  ( . 5 )  
1 4 , 5 0 0  ± J O O  D u b i n  
( 1 4 )  
1 4 , 6 0 0  
P h i l l i p s  
( 4 1 )  
1 4 '  6 0 0  . ±  2  0 0  
S t e c h e r  
( 5 0 )  
1 7 , 0 0 0  
M i  a l l  
{ J S )  
T 2  L y s o z y r n e  
1 1 . , , .  0 0 0  
K a t z  
r 7 )  
1 5 '  2  0  0 - 2 1 - '  0  0  0  
K a t z  
2 6 )  
1 8 , 6 0 7  
I n o u y e  2 3 ) .  
Tl~ . L y s o z y r n e  
1 8 , 7 0 0  T s u g i t a  
ls4~ 
P a p a y a - l a t e x  
2 4 , o o o  
S a l t o n  
( 4 3 )  
a i . : i y m b o l  f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( f \ f . 1 ) .  
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i n v e s t i g a t e d ,  a  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n  c o u l d  b e  e x a m i n e d .  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  a  
p a t h o g e n i c  b a c t e r i u m  w h i c h  a t t a c k s  p a t i e n t s  w h o s e  i m m u n e  
s y s t e m s  a r e  i m p a i r e d  i n  s o m e  w a y .  E •  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s  
a r e  a  v e r y  s p e c i a l  probl~m b e c a u s e  t h e  b a c t e r i a  a r e  
"  '  
r e s i s t a n t  t o  m o s t  o f  t h e  c o m m o n  a n t i b i o t i c s  ( 4 2 ) .  
E x t e r n a l l y  a p p l i e d  l y s o z y m e  i s  n o t  a n  e f f e c t i v e  k i l l e r  
I  
o f  P .  a e r u g i n o s a ,  b u t  w h e n  t h e  l y s o z y m e  g e n e  i s  c a r r i e d  
i n  a  b a c t e r i o p h a g e  p a r t i c l e ,  a  m a j o r  o b s t a c l e  i s  o v e r c o m e ,  
n a m e l y  t h e  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t i v e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  
l a y e r s  f o u n d  i n  G r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a .  A c c e s s  i s  g a i n e d  
t o  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  i n t e r i o r  t h r o u g h  v i r a l  p e n e t r a t i o n .  
F r o m  t h a t  p o i n t ,  t h e  v i r a l  i n f e c t i o n  c a n  p r o c e e d  u n t i l  t h e  
b a c t e r i a l  c e l l  i s  k i l l e d  b y  c e l l  l y s i s  b y  p h a g e  l y s o z y m e .  
B u r n  w o u n d s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  t o  b e  i n f e c t e d  w i t h  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  b y  s u r f a c e  c o n t a m i n a t i o n .  A n t i -
b o t i c s  t a k e n  i n t e r n a l l y  d o  n o t  r e a c h  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n  
o f  t i s s u e  a n d  b l o o d  v e s s e l  d e g r a d a t i o n  i n  t h e  s i t e  o f  t h e  
b u r n .  T h e  b a c t e r i o p h a g e  w h i c h  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t o  h a v e  
t h e  l y s o z y m e  g e n e  m i g h t  b e  s p r a y e d  t o p i c a l l y  o n  t h e  
b u r n e d  s u r f a c e  t o . k i l l  a n y  c o n t a m i n a t i n g  f ·  a e r u g i n o s a .  
T o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  a  p h a g e  w o u l d . h a v e  t h e  a d v a n t a g e  o f  
· r e p l i c a t i o n  a t  t h e  b u r n ·  s i t e  a n d · c o n s e q u e n t l y  t h e  l e v e l  o f  
t h e  k i l l i n g  a g e n t  w o u l d  n o t  d e c r e a s e ,  b u t  a c t u a l l y  i n c r e a s e .  
T o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  a n  a n t i b o t i c  w o u l d  n o t  h a v e  t h i s  
a d v a n t a g e  o f  r e p l i c a t i o n  a t  t h e  b u r n  s i t e  a n d  w o u l d  b e ·  
d i l u t e d  b y  b o d y  f l u i d s  a n d  d e b r i s .  B e f o r e  t h i s  i d e a  
c a n  b e  t r i e d  c l i n i c a l l y ,  a  b u r n e d  a n i m a l  m o d e l  s i m i l a r  
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t o  t h e  o n e  d e s c r i b e d  b y  S t i e r i t z  ( 5 4 )  m u s t  b e  t r i e d  a n d  t h e  
p r o b l e m s  w h i c h  m i g h t  a r i s e  b e  o v e r c o m e .  A  g o o d  r e v i e w  
o f . b u r n  w o u n d s  i s  f o u n d  i n  N a t h a n  ( 4 2 )  a n d  t h a t  r e f e r e n c e  
o f f e r s  a  g o o d  s t a r t i n g  p o i n t  f o r  f u t u r e  r e s e a r c h  i n  b u r n  
w o u n d s  i n f e c t e d  with~· a e r u g i n o s a .  W h e n  b a c t e r i o p h a g e s  
w e r e  f i r s t  d i s c o v e r e d ,  t h e  i d e a  t h a t  t h e y  m i g h t  b e  u s e d  
t o  c o m b a t  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  w a s . t r i e d ,  S i n c e  r e s e a r c h e r s  
o n l y  t r i e d  t h i s  i d e a  b y  i n j e c t i n g  t h e  v i r u s .  o r  b y  i n g e s t i n g  
t h e  p h a g e  p a r t i c l e ,  a n d  c o n s e q u e n t l y  a n t i b o d i e s  o r  s t o m a c h .  
a c i d s  d e s t r o y e d  t h e  p h a g e ,  t h i s  p r o c e s s  w a s  f o u n d  n o t  t o  
w o r k  a n d  f u r t h e r  r e s e a r c h  a l o n g  t h i s  l i n e  w a s  a b a n d o n e d .  
S i n c e  l i t t l e  o r  n o  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  i s  p o s s i b l e  a t  t h e  
s i t e  o f  t h e  b u r n  w o u n d  b e c a u s e  o f  m a s s i v e  t i s s u e  d e s t r u c t i o n ,  
t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  v i r a l  p a r t i c l e s  m i g h t  b e  f e a s i b l e  
i n  t h i s  c a s e .  M o r e  r e s e a r c h  n e e d s  t o  b e  d o r i e  t o  t e s t  t h i s  
hypothesis·fu~~her b e f o r e  v a l i d  c o n c l u s i o n s  c a n . b e  d r a w n .  
1  
I  
C O N C L U S I O N S  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  l y s o z y m e  f r o m  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  
P S - 7  c e l l s  w a s  s h o w n  t o  b e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  p r e s e n c e  
o f  t h e  p r o p e r  b a c t e r i o p h a g e ,  7 v .  U n i n f e c t e d  P  • .  a e r u g i n o s a  
P S - 7  c e l l s  d i d  n o t  s h o w  l y s o z y m e  a c t i v i t y .  P .  a e r u g i n o s a  
P S - 7  c e l l s  m i x e d  w i t h  n o n i n f e c t i o u s  p h a g e s  d i d  n o t  p r o d u c e  
l y s o z y m e ,  T h e s e  r e s u l t . s  s u g g e s t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  
l y s o z y m e  w a s  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  h o s t  b a c t e r i a l  c e l l  u n d e r  
t h e  d i r e c t i o n  o f  a  s p e c i f i c  p h a g e  g e n e  f o u n d  i n  t h e  7 v  
p h a g e  g e n o m e ,  
T h e  e n z y m e  w a s  n o t  a n  i n t e g r a l  p a r t  o f  t h e  p h a g e  
p a r t i c l e ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  s e p a r a t i o n  o f  . c o m p l e t e  
v i a b l e  p h a g e  p a r t i c l e s  a n d  t h e  l y s o z y m e  u s i n g  u l t r a c e n t r i -
f u g a t i o n .  
T h e  p h a g e  e n z y m e  w a s  s h o w n  t o  b e  a  l y s o z y m e  o n  t h e  
b a s i s  o f  s e v e r a l  c r i t e r i a .  T h e  e n z y m e  a c t e d  o n  t h e  
s t a n d a r d  l y s o z y m e  s u b s t r a t e  { M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  
c e l l s ) ,  T h e  e n z y m e  w a s  c a p a b l e  o f  lysi~g s e v e r a l  b a c t e r i a  
u n d e r  t h e  p r o p e r  c o n d i t i o n s ,  a s  o t h e r  l y s o z y m e s  a r e  a b l e  
t o  d o .  T h e  p h a g e  e n z y m e  a l s o  s h a r e d  c o m m o n  p r o p e r t i e s  
w i t h  o t h e r  p h a g e  a n d  n o n - p h a g e  l y s o z y m e s .  T h e  p h a g e  7 v  
l y s o z y m e  a n d  e g g  w h i t e  l y s o z y m e  w e r e  s h o w n  t o  h a v e  
s i m i l a r  s p e c i f i c i t i e s  o n  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l s ,  
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